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INTRODUZIONE 
Attualmente i tumori della ghiandola mammaria rappresentano circa la metà di tutte 
le neoplasie che colpiscono i cani di sesso femminile. La prevalenza di questo 
tumore è incrementata negli ultimi anni, probabilmente per il maggiore interesse 
rivolto al benessere animale e per i progressi conseguiti nelle tecniche diagnostiche 
e terapeutiche che hanno permesso ai cani di vivere più a lungo, con il conseguente 
aumento delle malattie legate all’età, primo fra tutti il tumore. 
L’incidenza di neoplasia mammaria del cane aumenta a partire dai sei anni di età e 
raggiunge un picco massimo tra i nove e gli undici anni; si riscontra più 
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frequentemente nelle cagne di razza pura, con una maggiore prevalenza di malignità 
in quelle di taglia grande. 
E’ ormai comunemente riconosciuto come l’origine della neoplasia mammaria della 
cagna dipenda dall’interazione di molteplici fattori esogeni ed endogeni. Negli 
ultimi anni è stato proposto che, tra questi fattori, l’ereditarietà rivestisse un ruolo di 
primaria importanza, soprattutto in determinate razze in cui l’incidenza di neoplasia 
mammaria è maggiore. 
Nella donna, recentemente, si è posta l’attenzione su due geni oncosoppressori 
BReast CAncer 1 e 2 (BRCA1 E BRCA2) la cui mutazione incrementa il rischio di 
tumore mammario dal 56 all’84%. In queste pazienti, l’ovariectomia preventiva 
riduce il rischio di sviluppo neoplastico dal 45 al 74%. 
E’ stato dimostrato che anche nella cagna le mutazioni germinali a carico dei due 
geni sono associate ad un significativo aumento del rischio di tumore mammario. 
Il nostro studio si fonda sulla ricerca di polimorfismi di delezione/inserzione a 
carico dell’esone 27 del gene BRCA2, in cagne a cui è stata diagnosticata una 
neoplasia mammaria e che, in seguito, hanno subito un intervento di mastectomia. 
Tali polimorfismi potrebbero impedire la giusta riparazione del DNA, in seguito a 
un suo eventuale danneggiamento e potrebbero avere un ruolo predittivo di 
neoplasia mammaria e costituire un fattore discriminante nella scelta 
dell’ovariectomia preventiva nella cagna. 
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CAPITOLO 1 
ANATOMIA E FISIOLOGIA DELLA 
MAMMAELLA DELLA CAGNA 
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CAPITOLO 1 
 
1.1 EMBRIOLOGIA 
Le ghiandole mammarie sono ghiandole cutanee specializzate, la cui funzione è 
quella di secernere il latte. Rappresentano la caratteristica più spiccata dei 
mammiferi. 
Presenti in entrambi i sessi durante la vita embrionale, permangono rudimentali nel 
maschio. Nella femmina, invece, la loro evoluzione è strettamente correlata a quella 
dell’apparato riproduttore.  
Si originano in età embrionale, rimangono immature sino al raggiungimento della 
pubertà, momento in cui si sviluppano sotto la guida di un'interazione complessa tra 
ormoni steroidei ovarici, ormoni polipeptidici sistemici, fattori di crescita locali e 
citochine, e raggiungono il completo sviluppo solo in gravidanza, nell'animale 
adulto (Moulton et al., 1990; Watson et al., 2008). 
A livello embrionale, i primi segni di sviluppo dell’organo mammario sono le 
cosiddette linee del latte, due cordoni ectodermici che corrono lungo la superficie 
ventrale dell’embrione dagli abbozzi degli arti anteriori a quelli posteriori. Per lo 
sviluppo dell’epidermide e il contemporaneo ingrossamento del corion sottostante, 
la linea del latte diventa più evidente. Zone specifiche delle linee del latte, diverse 
per numero e posizione a seconda della specie, si ispessiscono e formano le creste 
del latte. Queste, proliferando e invaginandosi nel mesenchima sottostante, formano 
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i noduli mammari e in seguito le gemme mammarie primarie. Per l’accrescimento 
delle pareti corporee circostanti, gli abbozzi delle ghiandole mammarie vengono a 
trovarsi via via più ventralmente. A loro volta, l’evoluzione di ogni gemma e la sua 
differenziazione ghiandolare, mostrano ampie variazioni di specie. Di regola, la 
gemma primaria emette, dalla sua periferia e in profondità, gemme secondarie, pure 
epiteliali e non cavitate; ognuna di queste ultime si allunga in quello che è il 
precursore del pannicolo adiposo mammario e si ramifica, producendo un 
rudimentale albero duttale e, più tardi, gli alveoli. Tutto il complesso costituirà una 
ghiandola mammaria.  
La canalizzazione del sistema deriva dall’involuzione delle cellule centrali della 
gemma e dalla contemporanea chiusura dell’orifizio con uno zaffo corneo nel posto 
della più tardiva apertura del canale papillare.   
Infine, nel periodo della pubertà o della gravidanza, si formeranno le gemme 
terziarie da cui si svilupperanno le ghiandole mammarie secernenti vere e proprie.  
Sin dalla formazione di tali gemme e prima ancora che si sviluppino le loro 
ramificazioni, il nodulo epiteliale che formava la gemma primaria regredisce in 
seguito a degenerazione e cheratinizzazione delle sue cellule; esso si trasforma così 
in una piccola depressione circolare, la fovea mammaria, nella quale sboccano i 
condotti di tutte le ghiandole mammarie derivate da tale gemma. Pertanto la 
mammella definitiva non è una ghiandola unica, ma un insieme di ghiandole 
composte, i cui condotti escretori terminano vicini l’uno con l’altro. 
La proliferazione del mesenchima che circonda la gemma mammaria fa sorgere una 
papilla, o capezzolo, sull’estremità del corpo, alla cui sommità saranno accolti gli 
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orifici di eiezione del latte. Lo sviluppo della papilla, probabilmente regolato dagli 
ormoni estrogeni, di solito è assai semplice. I condotti escretori delle ghiandole 
mammarie si allungano insieme alla papilla e sboccano in una ridotta zona cutanea 
piana (reliquato della fovea), posta alla sommità della papilla stessa. 
 
1.2 ANATOMIA 
Istologicamente, la ghiandola mammaria è una ghiandola sudoripara modificata di 
tipo tubulo-alveolare con secrezione apocrina e merocrina. 
Nei mammiferi domestici consiste in uno svariato numero di unità mammarie 
(complessi mammari). Nel cane, in particolare, sono presenti cinque complessi 
mammari situati lungo la parte ventrale del tronco, nel connettivo sottocutaneo, 
lungo due linee para mediane, le cosiddette linee mammarie, che si estendono dal 
cavo ascellare alla regione inguinale: due paia toraciche (craniale e caudale), due 
paia addominali (craniale e caudale) e un paio inguinale. Il volume delle mammelle 
aumenta dalle toraciche alle inguinali; queste ultime sono, infatti, più sviluppate, 
benché riducano più rapidamente il loro volume nei periodi d’inattività. 
Le mammelle di un lato sono sempre anatomicamente separate da quelle dell’altro 
lato da un setto mediano costituito dalla fusione degli apparati sospensori delle 
ghiandole controlaterali. Tra i due lati esiste indipendenza funzionale. 
La cagna ha, come accennato, una mammella composta costituita da un corpo 
ghiandolare formato da più unità mammarie indipendenti (terminal ductal lobular 
unit o TDLU), ognuna con la sua cisterna del latte e il rispettivo dotto papillare; di 
conseguenza il capezzolo è percorso da tanti dotti papillari quanti sono i TDLU. 
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Ogni complesso mammario è costituito da due parti: il corpo ghiandolare 
semisferico e la sua appendice papilliforme, il capezzolo o papilla mammaria. 
Quest’ultimo emerge in modo netto dal corpo ghiandolare e gli osti che si trovano 
sulla sua estremità connettono il sistema cavitario della mammella con l’esterno. Da 
un punto di vista strutturale, ogni mammella si compone di pelle, un rivestimento di 
tessuto connettivo elastico (costituente l’apparato sospensore) e di un parenchima 
sostenuto da un’impalcatura connettivale. 
La cute che la riveste è morbida, ricca di ghiandole sudoripare e sebacee, fornita di  
peli molto fini e corti. 
L’apparato di sospensione, ben distinto nella cagna, è formato da tessuto 
connettivo-elastico, giallastro, che avvolge le ghiandole mammarie e si fa indistinto 
negli intervalli tra queste. La fusione dell’apparato di sospensione delle ghiandole 
controlaterali costituisce un setto mediano che separa anatomicamente le mammelle 
dei due lati. E’ costituito da una parte laterale, formata da lamine laterali e lamelle, 
e una mediale, le cui lamelle sono molto più robuste e vanno a formare il setto 
intermammario. Tale apparato si continua, internamente, con l’impalcatura 
connettivale che sostiene il parenchima e, esternamente, con il derma della pelle. 
Il parenchima mammario è il principale costituente del corpo della mammella. Si 
presenta sepimentato e diviso in ammassi ghiandolari per mezzo di abbondante 
tessuto connettivo e adiposo. È sostenuto da un’impalcatura connettivale che, 
perifericamente, si continua con l’apparato sospensore, mentre internamente si 
unisce al connettivo intra lobulare. Tale connettivo si presenta ricco di fibre 
collagene ed elastiche, nonché di linfociti e plasmacellule e va a formare dei setti 
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interlobulari che dividono il parenchima in lobi e lobuli. Questi ultimi sono 
costituiti da numerose unità secernenti o adenomeri di tipo alveolare.  
I setti di connettivo che dividono i lobuli tra di loro forniscono il supporto agli 
alveoli e contengono vasi sanguigni, linfatici, nervi e adipociti. In gravidanza e 
lattazione non tutti i lobuli di una stessa ghiandola si trovano contemporaneamente 
nella medesima fase secernente, pertanto in una stessa sezione istologica si possono 
trovare lobuli a diversi stadi del processo di secrezione, mentre gli adenomeri di uno 
stesso lobulo sono al medesimo stadio. 
La parte attiva della ghiandola è rappresentata dagli alveoli ghiandolari. Questi sono 
tappezzati da cellule secernenti cubico-cilindriche circondate dai prolungamenti 
citoplasmatici degli elementi mioepiteliali appena al di sotto della membrana 
basale. L’aspetto degli alveoli e, in particolare, del loro epitelio, varia secondo lo 
stato funzionale: a riposo, le cellule ghiandolari (o lattociti) sono basse, cuboidali, 
con un nucleo centrale ovalare e un citoplasma relativamente scarso; i loro limiti 
sono poco distinti. Durante la fase di secrezione divengono più alte con un 
citoplasma abbondante che solleva l’estremità apicale facendola protundere nel 
lume ghiandolare. Infine, l’accumulo di latte nell’alveolo lo distende e l’epitelio 
diventa allora più basso e le cellule riducono la loro attività. La secrezione di 
ossitocina ipotalamica stimolerà la contrazione dei mioepiteliociti, in seguito alla 
quale si otterrà lo svuotamento del secreto alveolare e la sua confluenza all’interno 
del sistema duttale.  
Ogni alveolo mammario è appeso a un breve condotto alveolare, che ne ripete la 
struttura e la funzione. Tale condotto si continua, a sua volta, con un condotto 
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intralobulare privo di attività secernente e costituito da epitelio cubico semplice e 
basso. I vari lobuli sono drenati dai condotti interlobulari, formati da epitelio 
colonnare/cuboide bistratificato. 
Questi ultimi confluiscono quindi nei dotti lobari che a loro volta si raccolgono nel 
condotto lattifero o galattoforo, dotato di una tonaca propria di tessuto connettivo 
elastico con fibre muscolari lisce e di un epitelio bistratificato con attitudine alla 
secrezione. Alla base della papilla i condotti lattiferi si dilatano a formare il seno 
lattifero o galattoforo (cisterna del latte), formato da uno strato di cellule muscolari 
lisce più netto e da uno strato fibroelastico più spesso . Nella cagna, esso è costituito 
da piccole sacche longitudinali che, durante il periodo della lattazione, possono 
ingrandirsi notevolmente. Una porzione di questa zona di accumulo è sita nel 
capezzolo, parte papillare, un’altra parte è sita nella ghiandola, parte ghiandolare.  
La parte papillare comunica con l’esterno tramite un condotto papillare di circa 1 
cm di lunghezza che si unisce all’epidermide del rivestimento cutaneo a livello 
dell’ostio papillare. La funzione del dotto papillare, come apparato di chiusura nei 
confronti dell’ambiente esterno, è ottenuta attraverso la formazione anulare di fibre 
muscolari. Nella cagna, sulla sommità della papilla si ritrovano generalmente da 8 a 
12 osti, più raramente da 4 a 22, che conducono in altrettanti dotti papillari e 
cisterne del latte. Gli osti periferici hanno una disposizione quasi circolare, mentre 
quelli centrali, di solito più grandi, si dispongono irregolarmente. 
La papilla della mammella rappresenta lo sbocco dei condotti terminali delle vie di 
escrezione del latte.  Nella cagna si presenta corta, ottusa e quasi invaginata nelle 
femmine che non sono mai andate incontro a lattazione. In seguito, diventano 
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invece più cilindroidi, arrotondate all’estremità e allungate, arrivando a misurare 
circa 10-12 mm di lunghezza.  La cute possiede peli corti e molto fini, ai follicoli 
dei quali sono annesse ghiandole sebacee assai ridotte e voluminose ghiandole 
sudoripare (Barone, 2003; Nickel et al., 1984; Innocenti et al., 2010). 
 
 
1.3 VASCOLARIZZAZIONE E INNERVAZIONE 
1.3.1 Arterie 
La vascolarizzazione della ghiandola mammaria si presenta molto ricca, in 
particolar modo durante i periodi di secrezione. Si ritiene, infatti, che la produzione 
di ogni litro di latte richieda l’apporto di 400 litri di sangue alla mammella. 
Da ciascun lato delle file mammarie si reperta una doppia arcata arteriosa 
longitudinale, che si estende dall’arteria ascellare all’arteria iliaca esterna. L’arcata 
profonda è formata dall’arteria toracica interna, dall’arteria epigastrica craniale, 
ramo terminale della prima, e dall’arteria epigastrica caudale. Le ramificazioni delle 
due arterie epigastriche si anastomizzano nella parete addominale, prendendo 
contatto con l’arcata superficiale. Quest’ultima è formata, cranialmente, dall’arteria 
toracica laterale e, caudalmente, dall’arteria epigastrica caudale superficiale. 
Nella cagna, le mammelle toraciche ricevono il sangue, cranialmente, da rami 
perforanti dell’arteria toracica interna che passano attraverso l’estremità ventrale 
degli spazi intercostali; medialmente, dall’arteria epigastrica craniale superficiale e, 
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lateralmente, da rami mammari delle arterie intercostali e dall’arteria toracica 
laterale. 
Le mammelle addominali e inguinali sono irrorate dalle arterie epigastriche 
superficiali, craniale e caudale, che decorrono dorsalmente, dove si anastomizzano.  
Infine, le mammelle inguinali ricevono sangue anche da alcuni rami provenienti 
dalle arterie pudende esterne. 
Tali vasi presentano variazioni di dimensioni legate allo stato funzionale della 
ghiandola e sono, generalmente, flessuosi, riccamente ramificati e anastomizzati tra 
loro da ciascun lato. Le loro ramificazioni s’insinuano nei setti ghiandolari, 
suddividendosi con questi; infine, si portano ai lobuli, dove creano una fitta rete 
capillare attorno agli alveoli. Altre branche accompagnano i condotti lattiferi. 
Sono inoltre presenti dei rami arteriosi a livello ciascuna papilla, alla base della 
quale si anastomizzano e originano una rete destinata ai seni lattiferi. 
 
1.3.2 Vene 
Le vene, satelliti delle suddette arterie, si presentano più voluminose e 
anastomizzate tra loro. Alla base del capezzolo e della mammella si repertano due 
formazioni venose circolari, più definito a livello del primo, più irregolare e spesso 
incompleto a livello della seconda. 
Anche in questo caso il drenaggio è effettuato, da ciascun lato, ad opera di due 
lunghe arcate, una superficiale e l’altra profonda, analoghe a quelle delle arterie. 
 Il drenaggio venoso delle mammelle toraciche è affidato alla vena epigastrica 
superficiale craniale, che porta il sangue alla vena toracica interna. Le mammelle 
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addominali ed inguinali, invece, portano il loro sangue venoso alla vena pudenda 
esterna attraverso la vena epigastrica superficiale caudale. Le mammelle addominali 
craniali, intermedie, sono drenate da entrambi i sistemi. 
 
1.3.3 Vasi linfatici 
Il drenaggio linfatico di pelle, vie escretrici e parenchima mammario è costituito da 
reti distinte ma tra loro comunicanti. 
La linfa dei due complessi mammari più craniali raggiunge il linfonodo ascellare 
omolaterale, situato 3-4 cm caudalmente all’articolazione della spalla. Talvolta, più 
caudalmente, è presente un piccolo linfonodo ascellare accessorio. La linfa delle 
due paia di mammelle più caudali arriva al linfonodo inguinale superficiale (o 
mammario). Per quanto riguarda le mammelle addominali craniali possono essere 
drenate attraverso sia il linfonodo ascellare sia l’inguinale superficiale. 
 
1.3.4 Innervazione 
L’innervazione delle ghiandole mammarie è assicurata, per le mammelle toraciche, 
da rami cutanei laterali e mediali dei nervi intercostali; per le mammelle 
addominali, dai rami più caudali dei nervi suddetti, dai nervi costo-addominale e 
ileo-ipogastrico; infine, per le mammelle inguinali, dai nervi ileo-ipogastrico, ileo-
inguinale, e dal ramo mammario del nervo genito-femorale. 
Questi nervi sono costituiti perlopiù da fibre di tipo sensitivo, cui si associano fibre 
simpatiche. I fasci di fibre decorrono nei setti e si ramificano attorno agli alveoli.  
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A livello papillare, le fibre sensitive costituiscono dei plessi molto ricchi che 
svolgono un importante ruolo nel rilascio delle secrezioni ormonali e dell’attività 
ghiandolare durante la suzione (Barone, 2003; Nickel et al., 1984; Innocenti et al., 
2010). 
 
1.4 FISIOLOGIA 
Sebbene siano molti i fattori che giocano un ruolo importante, sono gli estrogeni e il        
progesterone a incidere maggiormente sulla proliferazione e differenziazione 
cellulare epiteliale della ghiandola mammaria. (Lyndon et al.,1995; Korach et al., 
1996). 
Lo sviluppo primario del tessuto ghiandolare mammario è probabilmente regolato 
da fattori di crescita locali e dai geni regolatori dello sviluppo (developmental 
regulatory genes) e, sebbene questo sia considerato il periodo meno sensibile alla 
regolazione da parte degli ormoni, la struttura seppur primitiva, è capace di risposta. 
Viene, infatti, suggerita l’idea che l’esposizione precoce allo stimolo ormonale 
possa influenzare il rischio di sviluppo tumorale; nel topo, in effetti, l’esposizione 
fetale e neonatale al dietilstilbestrolo ha dimostrato di alterare la crescita mammaria 
e la sensibilità alla carcinogenesi nelle femmine adulte (Casagrande et al.). 
Dalla nascita fino alla pubertà non si hanno variazioni significative: i dotti 
rudimentali continuano ad allungarsi in proporzione alla crescita del resto del corpo 
(crescita isometrica). Non si conosce molto sulla regolazione in questa fase, anche 
se sembra coinvolto l’“Epidermal Growth Factor” (EGF) (Casagrande). In 
particolare i lobuli, immersi in abbondante tessuto connettivo, mostrano dimensioni 
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assai modeste e sono costituiti unicamente da condotti escretori, sprovvisti di 
alveoli. 
In pubertà, invece, la ghiandola mammaria inizia a crescere più rapidamente 
rispetto alla rimanente superficie corporea (crescita allometrica). L’accrescimento 
della mammella è dovuto non solo al tessuto connettivo e adiposo, ma anche e 
soprattutto all’aumento di volume e ramificazione dei lobuli, sotto regolazione 
diretta degli ormoni estrogeni. Più lentamente si formano gli alveoli, il cui sviluppo 
completo si otterrà grazie all’intervento congiunto di estrogeni, progesterone, 
prolattina e ormone somatotropo. 
A partire quindi dalla pubertà e per tutto il resto della vita della femmina ciclica, ad 
ogni ciclo estrale la ghiandola mammaria subirà stimoli proliferativi a carico delle 
strutture duttali in estro e inizio dietro, di quelle lobulo-alveolari in tardo dietro e, 
ad ogni anestro e in lattazione queste strutture andranno incontro a processi 
involutivi ( Rehm et al., 2007; Santos et al,:2010: Orfanou et al., 2010). 
La ghiandola mammaria è inattiva alla fine dell’anestro, nel proestro e nella fase 
estrali. La proliferazione, differenziazione e regressione di questa avvengono 
durante il dietro.  
Proestro: dura mediamente 7 giorni (range 3-10 giorni) ed è caratterizzato 
dall’aumento delle concentrazioni sieriche di estradiolo, il quale svolge la sua 
azione soprattutto a carico dei dotti galattofori. Durante questa fase la ghiandola 
mammaria è praticamente quiescente e la maggior parte dei dotti è inattiva. Si 
possono osservare pigmenti di emosiderina e, occasionalmente, fenomeni di 
apoptosi cellulare. Al contrario, non vi è alcun segno di mitosi. L’intero complesso 
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della pelle e delle ghiandole è relativamente sottile comparato al dietro, questo per 
la compattezza dello stroma e l’inattività ghiandolare. 
Estro: dura mediamente 9 giorni (range 3-21 giorni), periodo in cui si riscontrano il 
declino dei livelli sierici di estradiolo e l’incremento di quelli del progesterone. 
Tutto ciò darà avvio al cambiamento comportamentale tipico dell’estro della cagna 
e all’induzione del picco preovulatorio della secrezione di FSH e LH. Benché il 
progesterone svolga un’azione trofica, soprattutto a carico della porzione alveolare, 
la morfologia del tessuto mammario è praticamente identica alla fase precedente. 
Talvolta, in alcuni cani si può osservare un lieve edema stromale/periduttale. 
Diestro: rappresenta la fase luteinica del ciclo, che nel cane può raggiungere i 90 
giorni. I livelli sierici di progesterone aumentano rapidamente durante le prime due 
settimane dal picco del LH e dall’ovulazione, per poi decrescere gradualmente 
durante i due mesi successivi. E’ durante questa fase che si osservano i principali 
cambiamenti a livello mammario. 
Durante la I fase del diestro si osserva una proliferazione esuberante dello stroma, 
composto soprattutto da fibroblasti. La matrice dello stroma ha un aspetto 
mixomatoso, con foci di eritrociti extravasali e un lieve infiltrato linfocitico. Il 
tessuto ghiandolare è composto principalmente da grandi cellule basofile 
stratificate. Si osservano inoltre fenomeni frequenti di mitosi. Mentre nelle cagne 
che hanno già subìto cicli estrali le ghiandole mammarie possiedono dotti dilatati 
contenenti secrezioni eosinofiliche derivanti dal ciclo precedente, nella cagna 
pubere non sono presenti. In queste ultime si ritrovano clusters di adipociti 
intrappolati nello stroma in espansione tra i dotti di nuova formazione. 
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Nella II fase lo stroma si presenta meno cellulare (più maturo) e in egual misura al 
tessuto ghiandolare. Sono evidenti i primi lobuli, con dotti ramificati ed alveoli. 
Questi ultimi possono presentare una scarsa secrezione proteinacea-eosinofilica 
(latte). I fenomeni di mitosi diminuiscono. 
La III fase del diestro è caratterizzata da abbondante tessuto ghiandolare, con grandi 
lobuli che occupano il derma. Questi sono composti da acini strettamente addossati 
contenenti un’abbondante secrezione eosinofilica che va a distendere anche i dotti. 
Anche in questa fase è raro il rilevamento di mitosi. 
La IV fase mostra ampie variazioni individuali. In alcuni cani si può rilevare una 
doppia morfologia: nella stessa sezione istologica si possono riscontrare lobuli con 
morfologia simile a quella descritta nella fase precedente e altri con dimensioni 
molto più ridotte con aumento del tessuto connettivo interlobulare. Le cellule 
epiteliali degli alveoli mostrano un aspetto rarefatto con evidenti fenomeni di 
apoptosi. 
Anestro: la durata è estremamente variabile, ma in media è di 4-5 mesi. E’ 
caratterizzato da fluttuazioni pulsanti degli ormoni ipofisari LH e FSH e della 
secrezione di estrogeni ovarici. Nella prima parte dell’anestro, con la regressione 
del corpo luteo, i dotti sono ancora distesi dalle secrezioni e la regressione alveolare 
non è ancora completa. Alla fine dell’anestro, con la completa scomparsa del corpo 
luteo, l’architettura lobulare del tessuto ghiandolare è appena evidente. Vi è 
abbondante tessuto connettivo maturo e molti dotti sono collassati. La ghiandola 
mammaria a fine anestro è praticamente indistinguibile da quella osservata in 
proestro ed estro (Innocenti et al., 2010; Chandra et al., 2010). 
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Figura 1. Rappresentazione delle caratteristiche istologiche della ghiandola mammaria durante il 
ciclo estrale, incluse le fasi pre-pubere e primo proestro. Da Santos et al., 2010, modificata. 
 
Di là dai cambiamenti morfologici, è importante considerare la ghiandola 
mammaria del cane in dietro come un vero e proprio organo endocrino. Essa 
secerne, infatti, GH in risposta a progestinici endogeni, in quantità sufficienti a 
provocare effetti sistemici (Eigenmann et al., 1983; Peaker, 1995; Selman et al., 
1994). 
A metà gravidanza molti alveoli si sono formati e quindi cavitati, e al termine di 
questa, gli ormoni sopradescritti, simultaneamente all’intervento dei corticosteroidi 
prodotti dalla surrenale, determineranno l’inizio dell’attività vera e propria della 
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mammella. A partire dalla quarta settimana di gravidanza le file mammarie di destra 
e di sinistra prendono contatto tra loro, restando comunque divise dal solco 
intermammario che si approfondisce. Le mammelle pettorali incrementano il loro 
volume inferiormente rispetto alle inguinali, le quali, a riposo, si presentano 
abbozzate e durante la lattazione più sviluppate. 
Al momento del parto la circolazione aumenta notevolmente a livello mammario e 
il tessuto connettivo intralobulare viene infiltrato da linfociti e plasmacellule; 
l’epitelio ghiandolare, basso e inattivo fino a questo momento, diviene cubico e 
alto. 
Le mammelle si presentano più voluminose, di forma pressoché conica e lievemente 
appiattite trasversalmente. In tali condizioni i corpi mammari di ciascun lato 
contraggono un esteso contatto con quelli vicini, dai quali restano separati da 
profondi solchi trasversali. Gli alveoli sono larghi, con lume ben visibile e 
completamente repleto di latte, mentre i setti divengono più sottili. 
L’attività ghiandolare inizia con la secrezione del colostro, liquido povero di lipidi 
ma ricco di lattoproteine. Il colostro si presenta viscoso, giallastro, dotato di 
proprietà lassative e ricco di anticorpi che conferiscono al neonato un’immunità 
passiva. Entro alcuni giorni il secreto assume gradualmente le caratteristiche del 
latte. 
Il mantenimento della lattazione e dell’escrezione del latte è assicurato dalle 
stimolazioni ipofisarie e ipotalamiche in seguito alla suzione, la quale produce un 
riflesso neuro-endocrino, detto riflesso di Rooting. Gli ormoni maggiormente 
coinvolti in questo processo sono la prolattina e l’ossitocina. 
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La deformazione dei meccano-recettori capezzolari determinata dalla suzione 
provoca l’insorgenza d’impulsi nervosi che sono trasmessi attraverso i nervi 
mammari al midollo, da cui si dirigono fino ai nuclei sopraottico e paraventricolare 
a livello ipotalamico. Tali regioni sono costituite da cellule neurosecretrici 
responsabili della sintesi e del rilascio dell’ossitocina, la quale, legandosi alla 
neurofisina I, è stoccata nella porzione posteriore dell’ipofisi. Da qui l’ossitocina 
raggiunge la mammella, dove si lega a specifici recettori delle cellule mioepiteliali, 
provocandone la contrazione. 
Mentre l’ossitocina entra in circolo prima e durante la suzione, la prolattina agisce 
dopo e viene secreta maggiormente di notte. I livelli di prolattina aumentano 
durante la suzione e contribuiscono a incrementare la produzione di latte; di 
conseguenza, maggiore è la suzione, maggiore sarà la produzione di latte. 
La tiroide svolge invece un ruolo importante durante la fase secretiva (funzione 
galattopoietica). 
Terminato il periodo di allattamento, la ghiandola si atrofizza parzialmente, 
principalmente per l’interruzione dei riflessi neurormonali. Il latte non espulso è per 
la maggior parte riassorbito, mentre può persistere per un tempo più o meno lungo 
nelle vie di escrezione. Gli alveoli in seguito regrediscono, perdono il lume o 
addirittura scompaiono. Il tessuto connettivo torna a essere la componente 
principale della ghiandola, che permane in questa condizione fino a un’eventuale 
successiva gravidanza. 
In età avanzata essa subisce infine una regressione (involuzione senile), 
caratterizzata dalla sostituzione del tessuto ghiandolare con tessuto connettivo e, in 
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minor parte, con tessuto adiposo, perdendo di conseguenza la sua funzionalità. Il 
tessuto connettivo è caratterizzato da poche cellule ed è più denso. Vi è l’eventualità 
di una trasformazione cistica di alcuni residui ghiandolari (Barone, 2003; Nickel et 
al., 1984; Innocenti et al., 2010). 
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CAPITOLO 2 
La neoplasia mammaria del cane 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITOLO 2 
 
2.1 INCIDENZA 
Il termine neoplasia (dal greco neos, «nuovo», e plásis, «formazione») o tumore 
(dal latino tumor, «rigonfiamento») indica, in patologia,” una massa anormale di 
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tessuto che cresce in eccesso ed in modo scoordinato rispetto ai tessuti normali, e 
che persiste in questo stato dopo la cessazione degli stimoli che hanno indotto il 
processo” (Robbins Basic Pathology, 2007), come chiarisce la definizione coniata 
dall'oncologo Rupert Allan Willis, accettata a livello internazionale (The Spread of 
Tumours in the Human Body, Londra, Butterworths, 1934). 
 
Attualmente, i tumori della ghiandola mammaria rappresentano circa la metà di 
tutte le neoplasie che colpiscono i cani di sesso femminile (Daleck et al., 1998). 
Recenti dati provenienti dal “The Norwegian Canine Cancer Register” riportano 
un’incidenza del 53,3% di tumori maligni mammari nelle femmine di ogni razza 
canina (Moe, 2001). 
Da un punto di vista epidemiologico, è stato segnalato che annualmente si 
presentano 205 casi di neoplasia mammaria ogni 100000 cani (Dobson et al., 2003); 
il tasso d’incidenza nella cagna è tre volte maggiore rispetto alla donna (Egenvall et 
al., 2005). 
Questo aumento riflette probabilmente un miglioramento dell’efficacia diagnostica 
e un maggiore interesse verso il benessere animale. 
Le caratteristiche epidemiologiche e cliniche, e il comportamento biologico di 
questi tumori, presentano molte similitudini con quelle dei carcinomi mammari 
della donna (Peleteiro et al., 1994). Questo è uno dei motivi principali per cui la 
neoplasia mammaria della cagna rappresenta un eccellente modello comparativo per 
comprendere meglio i vari aspetti della carcinogenesi anche nella nostra specie. 
Questa tipologia di tumore si verifica quasi esclusivamente nel sesso femminile, 
27 
 
 
 
molto raramente nel maschio, probabilmente per la maggiore esposizione delle 
femmine agli effetti promotori di crescita degli estrogeni e del progesterone. 
Nel caso dei tumori maligni della cagna, la diffusione metastatica avviene per via 
ematica e linfatica; il parenchima polmonare rappresenta la  sede più frequente di 
metastasi a distanza (Sorenmo et al., 2003). La frequenza di lesioni displasiche, 
benigne e maligne, aumenta spostandosi caudalmente lungo la linea mammaria 
(Warner et al., 1976) 
Si ritiene che le neoplasie mammarie possano verificarsi come risultato di 
interazioni complesse di fattori distinti, di origine endogena o esogena (Nerurkar et 
al., 1989). 
 
2.2 EZIOLOGIA 
2.2.1 Fattori individuali 
ETA’  
L’incidenza di neoplasia mammaria del cane aumenta dai sei anni di età e raggiunge 
un picco massimo tra i nove e gli undici anni.  Sono raramente colpiti i soggetti al di 
sotto dei due anni (Schneider et al., 1969; Brodey et al.,1983). Inoltre, i cani che 
sviluppano forme neoplastiche benigne hanno in media 1-2 anni meno rispetto a 
quelli colpiti da forme maligne (Moulton, 1990; Zatloukal et al., 2005). 
Quest’ultimo dato può essere spiegato dal fatto che, con l’avanzare dell’età, vanno 
accumulandosi i fattori cancerogeni che determinano forme più maligne (Rejthar, 
2002). E’ altresì importante sottolineare che la terapia e la prognosi possono essere 
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condizionate dall’età avanzata: la preoccupazione in merito alla tossicità dei farmaci 
in un cane anziano può influenzare la scelta della terapia adiuvante, il che può 
tradursi nella scelta di un trattamento meno efficace (Sorenmo, 2003). Con il 
progredire dell’età diminuisce inoltre l’espressione dei recettori ER che, come 
spiegato nel sottoparagrafo 2.6.4, sono associati a un istotipo tumorale meno 
maligno; la loro diminuzione nella cagna anziana è correlata inoltre alla maggiore 
incidenza di metastasi nel follow-up (Nieto et al., 2000). 
 
RAZZA 
Per quanto riguarda le razze maggiormente predisposte, è ormai risaputo che 
l’incidenza più elevata si ha nei soggetti di razza pura, rispetto ai meticci (Dorn et 
al., 1976). Risultano essere maggiormente colpite le seguenti razze: Barboncino 
(toy e nano), Spaniels (English springer e Cocker), Setter inglese, Pointers, Pastore 
tedesco, Maltese, Yorkshire terrier, Bassotto, Doberman pinscher, Boxer (Von 
Euler et al., 2011; Egenvall et al., 2005). E’ stato rilevato recentemente che le forme 
maligne sono meno frequenti nelle razze più piccole, come Bassotto, Barboncino, 
Cocker; in un recente studio è stato osservato che solo il 25% delle neoplasie, in 
queste razze, si presenta maligno e solo il 6,7% provoca il decesso dell’animale. 
Nelle taglie più grandi i dati sono molto diversi: il 58,5% delle neoplasie è maligno 
e il decesso a causa del tumore coinvolge il 26,8% dei soggetti. Sempre in questo 
studio è stata evidenziata una predominanza di carcinoma in situ (grado 0) nelle 
razze di piccola taglia, al contrario delle altre in cui predominano carcinomi invasivi 
(grado I e II) (Itoh et al., 2005). Questi dati sono probabilmente correlabili al 
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maggior contatto dei cani di piccola taglia con i proprietari, fattore che incide 
sicuramente su una più precoce diagnosi di noduli anche molto piccoli. Queste 
variazioni d’incidenza tra le razze canine suggeriscono comunque una significativa 
componente genetica ereditaria nello sviluppo della neoplasia mammaria (Dobson, 
2013). 
L’incidenza maggiore di alcune razze suggerisce il coinvolgimento di un fattore 
genetico. In particolare, molti studi si sono concentrati su l’oncosoppressore p53: 
alterazioni a suo carico, nella donna, sono di comune riscontro nei casi di cancro al 
seno: il 50% di tutti i tumori e il 20% di quelli mammari mostrano una mutazione di 
p53 (Haga et al., 2001). Dati simili si ritrovano anche nel cane, in cui mutazioni 
dello stesso genere sono state correlate sia alla malignità tumorale, sia a una 
prognosi peggiore (Chung-Ho et al.,2004). 
  
ORMONI E FATTORI DI CRESCITA 
Ormoni steroidei 
Gli ormoni hanno la capacità di inibire o stimolare la moltiplicazione cellulare ed è 
ormai assodato che la probabilità che una cagna sviluppi una neoplasia mammaria è 
in diretta associazione con i livelli ormonali presenti, sia di origine endogena, sia 
esogena. 
Gli estrogeni (E2) e il progesterone (P4) sono gli ormoni maggiormente coinvolti 
nello sviluppo mammario, ma ricoprono un ruolo importante anche nello sviluppo 
tumorale. La durata dell’esposizione agli steroidi ovarici è, infatti, un fattore 
determinante nello sviluppo neoplastico. La sterilizzazione (ovariectomia) 
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rappresenta un’importante prevenzione in tal senso: Schneider et al. (1969) 
riportano che il rischio di tumori mammari maligni in cagne ovariectomizzate entro 
il primo calore è ridotto allo 0,05%, dopo il primo calore è ridotto all’8% e aumenta 
fino al 26% se l’ovariectomia avviene dopo il secondo calore ma comunque entro il 
quarto. Gli estrogeni sono sintetizzati e metabolizzati sia dalle ghiandole mammarie 
sane che da quelle malate. Nel tessuto tumorale, l’estradiolo sembra predominante. 
Una delle azioni del progesterone è d'incrementare l’attività enzimatica del 17β-
idrossisteroide deidrogenasi, che è responsabile della conversione di estradiolo in 
estrone (Bonney et all., 1996). Inoltre, il progesterone può limitare la formazione di 
estradiolo, il quale ha un ruolo importante nella neoplasia per la sua elevata attività 
biologica. E’ stato dimostrato che l’estradiolo incrementa il fattore di crescita 
endoteliale vascolare (VEGF), che ha un ruolo chiave nell’angiogenesi (Dabrosin et 
al., 2003). In uno studio (Illera Juan et al., 2006) sono state ritrovate concentrazioni 
di 17β-estradiolo molto più alte in tumori mammari maligni, rispetto alla ghiandola 
sana. In particolare, il livello di estradiolo è ancora più elevato nel carcinoma 
mammario infiammatorio (IMC). L’estrone solfato può inoltre rappresentare un 
importante serbatoio di estrogeni biologicamente attivi nei tumori mammari: è stata, 
infatti, rilevata un’elevata concentrazione di estrone solfato in siero e tessuto 
mammario del cane, in particolare in IMC (Illera Juan et al., 2006). 
Gli studi condotti sul progesterone e sui farmaci progestinici hanno dimostrato la 
loro azione favorente lo sviluppo tumorale, sebbene non ci sia accordo riguardo alla 
frequenza con cui le diverse tipologie, displastica, benigna o maligna, si presentino 
(Stovring et al., 1997).  In particolare, l’utilizzo protratto di progestinici per 
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prevenire l’estro può favorire l’insorgenza d’iperplasia mammaria, che evolve 
frequentemente in una neoplasia mammaria benigna (Rutteman, 1992) che può a 
sua volta progredire verso un istotipo maligno. 
Più in generale, gli ormoni steroidei usati a fini contraccettivi sono, in alcune 
condizioni, associati allo sviluppo di tumori mammari nel cane, nei roditori, nel 
gatto e nelle scimmie e l’uso prolungato di contraccettivi orali in donne di giovane 
età è associato ad un aumento del rischio di sviluppo precoce di tumore al seno 
(Rutteman, 1992). 
 
Ormoni proteici 
Tra le varie azioni del P4 ricordiamo il suo stimolo alla produzione di GH da parte 
della ghiandola mammaria; infatti l’ipofisectomia in cagne castrate e trattate con 
questi principi attivi, non determina una significativa diminuzione dei livelli ematici 
di GH. La successiva analisi dell’espressione del GH nei vari tessuti ha rivelato che 
la più alta immunoreattività fosse riscontrata nella ghiandola mammaria: per tali 
motivi è verosimile che il GH stimoli la proliferazione delle cellule mammarie 
staminali e che questo evento sia il primo passo verso la trasformazione neoplastica 
(Van Garderen et al., 1997). 
La produzione ectopica di GH è stata poi confermata dal calo della sua 
concentrazione ematica in seguito alla completa mastectomia (Selman et al., 1994). 
L’Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) è anch’esso coinvolto nella genesi di diversi 
tipi tumorali, tra cui quello mammario, in particolare nella donna, nella quale un 
basso livello di IGF-1 è associato a un rischio minore di sviluppare il cancro al seno 
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(Zumkeller et al., 2001). E’ stato dimostrato che IGF-1 interferisce con l’apoptosi 
ed è un potente mitogeno per molte linee cellulari derivate dal tumore al seno 
(Casagrande et al., 2006). 
Nel carcinoma mammario dei roditori, inoltre, sono stati ritrovati livelli elevati di 
Prolattina che sembra favorire la trasformazione neoplastica, agendo sulla 
sensibilità delle cellule epiteliali a particolari sostanze chimiche cancerogene 
(Clevenger et al., 1997). Il ruolo di questo ormone nei tumori mammari del cane 
rimane purtroppo controverso, nonostante alcuni recenti studi abbiano mostrato una 
più alta espressione di Prolattina nel siero di cani con tumore mammario, rispetto ai 
sani. Sempre secondo tali studi, la Prolattina trovata nei tessuti neoplastici non 
sarebbe di origine pituitaria; potrebbe essere invece prodotta localmente dalle 
cellule mammarie neoplastiche (Queiroga et al., 2009). 
 
GRAVIDANZA  LATTAZIONE E PSEUDOCIESI 
In medicina umana è stato dimostrato che, nella donna, una gravidanza insorta in 
giovane età comporta una riduzione del rischio d’insorgenza di neoplasie mammarie 
(Helewa et al., 2002). Seppur raro e generalmente benigno nelle donne giovani, il 
cancro al seno associato alla gravidanza può presentarsi anche in forma aggressiva. 
Ciò è dovuto in parte alla maggiore frequenza di prime gravidanze in età più 
avanzata e, in secondo luogo a ritardi nella diagnosi. Quest’ultimo punto è da 
imputare al fatto che i normali cambiamenti benigni durante la gestazione e la 
lattazione possono ostacolare il rilevamento di noduli neoplastici (Bodner et al., 
2007; Langer et al., 2014; Nargotra et al., 2015). Nel cane sono presenti pochi studi 
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riguardanti la correlazione tra gravidanza, lattazione e insorgenza di neoplasia 
mammaria. L’età alla prima gravidanza, così come il numero dei parti, di cuccioli e 
di lattazioni non sembra influire sulla possibile insorgenza di neoplasie mammarie 
della cagna. Romanelli, pur senza uno studio a conferma dell’ipotesi, indica che il 
rischio di sviluppare un tumore mammario sia maggiore nelle femmine nullipare 
(Romanelli, 2007). 
 
La relazione tra Pseudociesi e sviluppo tumorale è ancora oggi un argomento molto 
dibattuto. In molti studi, tale correlazione non è stata rilevata (Morris et al., 1998; 
Innocenti et al., 2010); mentre in più recenti ricerche, è stato osservato che episodi 
ripetuti di pseudogravidanza possono rendere la mammella della cagna più 
suscettibile alla trasformazione neoplastica  (Innocenti et al., 2010). 
 
 
 
2.2.2 Fattori ambientali 
DIETA E STATO DI NUTRIZIONE 
L’obesità, nella donna, incrementa del 30% il rischio di tumore mammario (Calle et 
al., 2004). L’esatto meccanismo di tale fenomeno non è ancora stato chiarito, ma si 
pensa che siano implicati fattori biologicamente attivi secreti direttamente dal 
tessuto adiposo.  
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Uno studio in particolare ha rilevato, nel cane, l’associazione tra l’obesità in 
giovane età e il rischio di sviluppare una neoplasia mammaria: l’obesità in cani 
giovani può aumentare il rischio di neoplasia mammaria mediante una maggiore 
produzione di estrogeni, il che espone il tessuto mammario a elevati livelli di questi 
ormoni con conseguente carcinogesi (Pérez-Alenza et al., 1998; Sorenmo et al., 
2011). La leptina, principale proteina che aumenta la sua concentrazione in corso di 
obesità, può favorire lo sviluppo neoplastico a livello mammario attraverso 
l’interazione con il proprio recettore (ObR) (Laud et al., 2002; Jardè et al., 2008). 
In particolare la leptina stimola la crescita e l’invasione delle cellule tumorali e 
l’angiogenesi (Rose et al., 2002; Lorincz e Sukumar, 2006). Si è inoltre riscontrato 
che l’età d’insorgenza di tumore mammario nel cane è inferiore nei soggetti in 
sovrappeso o obesi (9 ± 1,8 anni) rispetto ai cani magri o normopeso (10,2 ±2,9 
anni). Lo stesso vale per l’invasione linfatica delle cellule tumorali, più frequente in 
cani sovrappeso o obesi. Pertanto, l’obesità aumenta il rischio d’insorgenza precoce 
e di metastatizzazione del tumore mammario canino (Garofalo et al., 2006). 
Un altro fattore di rischio sembra essere la costante assunzione di carne rossa 
all’interno di una dieta casalinga, rispetto ad una commerciale. Il consumo di carne 
di pollame, fibra grezza, carotene e vitamina C è inversamente proporzionale allo 
sviluppo di tumore mammario. La vitamina A potrebbe essere un fattore protettivo, 
mentre una dieta post-mastectomia povera di grassi (<39%) e ricca di proteine 
(>27%) ha un’influenza positiva in termini di sopravvivenza (Pérez-Alenza et al., 
1998; Shofer et al., 1989). Infine, un apporto adeguato di omega-3 sembrerebbe 
ridurre le alterazioni metaboliche che caratterizzano la crescita neoplastica e la 
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metastatizzazione e migliorare la risposta alla chemio-radioterapia (Ogilivie et al., 
1995; 1999). 
 
FATTORI ESTERNI ALL’OSPITE 
Tra le cause estrinseche che possono avere un ruolo nell’iniziazione di una 
trasformazione neoplastica, ricordiamo gli agenti fisici, chimici e biologici. 
Tra i fattori fisici si riscontrano i traumi, tra i quali, in particolare i microtraumi 
ripetuti, come gli impianti di osteosintesi; alte e basse temperature; raggi UV; 
radiazioni ionizzanti e raggi X. Si ritiene che questi fattori abbiano un potere 
oncogeno assai debole e che, per esplicarsi, abbiano bisogno di altri cofattori 
predisponenti. 
Gli agenti chimici che possono indurre uno sviluppo tumorale si classificano in: 
 composti chimici inorganici: arsenico, cromo, asbesto, nichel, piombo; 
 composti chimici organici: idrocarburi aromatici policiclici ed eterociclici, amine 
aromatiche e coloranti azoici, N-nitrosamine, aflatossine. 
Di forte influenza risulta quindi essere anche l’inquinamento ambientale (per 
emissione di gas di scarico da parte dei motori a scoppio, emissioni d’impianti di 
riscaldamento, ecc.). 
Infine ricordiamo gli agenti biologici, tra i quali si ritrovano metazoi parassiti e 
virus oncogeni. E’ ancora da chiarire il ruolo dei parassiti nella patogenesi 
neoplastica: si tratta di stabilire se un determinato parassita sia in grado di per sé di 
evocare un determinato tipo di tumore oppure induca la sintesi endogena di sostanze 
cancerogene. 
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Borrel, nel 1908, fu il primo a formulare l’ipotesi che i tumori potessero avere 
un’eziologia virale. Tra i virus oncogeni troviamo Hepadna virus (HBV), Papilloma 
virus (HPV), Adenovirus, Herpes virus, Epstein-Barr virus. 
 
2.3 EZIOPATOGENESI 
Non si conosce molto riguardo alla carcinogenesi o agli agenti causali; appare 
comunque molto probabile che si tratti di un processo a step successivi, i quali 
riflettono alterazioni genetiche che portano alla trasformazione neoplastica. Il 
processo di carcinogenesi, ossia la trasformazione multi-steps da tessuto sano a 
neoplastico, deriva da eventi genici, somatici e/o ereditari cumulativi, che 
garantiscono un vantaggio selettivo del clone in cui tali alterazioni si accumulano 
(Pagliaretta et al., 2012). Sinteticamente, si possono individuare sei alterazioni della 
fisiologia cellulare che, in modo cumulativo, determinano il fenotipo maligno 
(Hanahan, 2000) 
1. Autosufficienza dei segnali di crescita. Ai fini del passaggio da uno stato 
quiescente a uno di attiva proliferazione, la cellula sana ha bisogno di particolari 
segnali di crescita (Growth Signals), in assenza dei quali è impedita la 
proliferazione. Questo meccanismo è superato dalle cellule cancerose mediante 
tre strategie: 
 alterazione dei segnali extracellulari; 
 alterazione dei trasduttori dei segnali extracellulari; 
 alterazione dei circuiti intracellulari che trasformano il segnale in risposta biologica. 
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2. Insensibilità ai segnali inibitori della crescita. In un tessuto sano molti segnali 
antiproliferativi operano per mantenere la quiescenza cellulare e l’omeostasi 
tissutale. Questi possono agire forzando le cellule ad uscire dal ciclo cellulare o 
privandole della loro capacità proliferativa. Tali meccanismi sono bloccati dalle 
cellule alterate. 
3. Evasione della morte cellulare programmata (apoptosi). Il mantenimento del 
normale pool cellulare all’interno di un tessuto sano è assicurato anche 
dall’apoptosi di un certo numero di cellule. In seguito all’alterazione dei sensori 
responsabili del monitoraggio dell’ambiente extra ed intracellulare e/o degli 
effettori del processo apoptotico, la cellula cancerosa può divenire “immortale”. 
Tale fenomeno è strettamente connesso alle telomerasi, ossia enzimi in grado di 
duplicare i telomeri (parte terminale del cromosoma, deputata alla sua stabilità), che 
nel corso della vita cellulare si “accorciano” progressivamente, inducendo 
l’apoptosi e quindi l’interruzione della vita cellulare. Nelle neoplasie si registra, 
infatti, un’elevata attività delle telomerasi che sembra favorire le cellule cancerose a 
dividersi all’infinito. 
4. Potenziale replicativo illimitato. Le cellule dei mammiferi possiedono un 
programma autonomo che limita la loro moltiplicazione e che è indipendente dai 
segnali in precedenza considerati. Le cellule neoplastiche devono quindi by-passare 
tale meccanismo. 
5. Promozione della neoangiogenesi. L’ossigeno e i nutrienti sono fattori 
essenziali per la vita della cellula. Da ciò emerge la necessita, da parte della cellula 
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cancerosa, di acquisire la capacità di stimolare la formazione di nuovi vasi 
sanguigni, al fine di accrescere le proprie dimensioni. 
6. Invasione tissutale e metastasi. Riguardo al processo attraverso cui la 
cellula alterata ottiene le capacità necessarie alla vita al di fuori della lesione 
primaria, gli studi sono controversi. Sembra plausibile l’intervento in tal senso di 
molecole di adesione cellulare e delle proteasi extracellulari.  
Il risultato di tali alterazioni sarà sia il mancato equilibrio tra sopravvivenza e morte 
cellulare, con successiva crescita cellulare incontrollata, sia l’interruzione della 
comunicazione cellula/cellula e cellula/matrice extracellulare, con conseguente 
potenziale invasivo della cellula neoplastica. 
 
2.4 PRESENTAZIONE CLINICA 
La neoplasia mammaria è caratterizzata dal riscontro, alla visita clinica, di noduli 
singoli o multipli, solitamente ben palpabili, a livello delle linee mammarie, 
all’interno del parenchima (Pérez-Alenza et al., 2001), di consistenza duro-elastica, 
talvolta cistica, non dolenti. A differenza della donna, la presenza di più noduli 
contemporaneamente si riscontra di frequente, fino al 66% dei casi (Gollamudi et 
al., 1997; Misdorp, 2002; Sorenmo et al., 2009) 
La molteplicità, comunque, non sembra essere un fattore prognostico negativo, 
come invece risulta essere nel caso della gatta, nella quale si osserva un maggior 
rischio di decesso a causa della maggiore probabilità d’invasione linfatica 
(Apostolou et al., 1998). Per quanto riguarda le dimensioni del nodulo, quelli che 
presentano un diametro superiore a 3 cm hanno maggiori probabilità di rivelarsi 
39 
 
 
 
maligni all’esame istopatologico e di avere un follow-up clinico più sfavorevole 
(Yamagami et al., 1996; Chang et al., 2005; Sorenmo et al., 2009). Secondo uno 
studio effettuato da Taylor et al. (1976), lo sviluppo neoplastico interessa 
maggiormente le mammelle più caudali (addominale caudale e inguinale). Questa 
distribuzione anatomica, sempre secondo Taylor et al., suggerisce una correlazione 
tra la neoplasia e dimensioni della mammella. La localizzazione delle lesioni non 
sembra tuttavia rivestire un significato prognostico (Moulton et al., 1986; Hellmèn 
et al., 1993; Benjamin et al., 1999). La cute sovrastante il nodulo colpito può inoltre 
presentarsi ulcerata, infiammata (come nel caso del carcinoma infiammatorio) e/o 
con aree di necrosi, il che deve suggerire un maggiore grado di malignità (Innocenti 
et al., 2010). E’ un fattore prognostico negativo anche il riscontro di adesione ai 
piani sottostanti, indice di un accrescimento rapido e incontrollato delle cellule 
tumorali che si concretizza in un’azione infiltrativa e distruttiva delle stesse (Pérez-
Alenza et al., 2001; Misdorp, 2002). 
I linfonodi possono essere o meno aumentati di volume; a tal proposito è doveroso 
sottolineare che Patsikas et al. (2006) hanno analizzato e confrontato il drenaggio 
linfatico di ghiandole mammarie sane e tumorali nella cagna, la cui 
rappresentazione è riportata nella tabella 1. 
 
Tabella 1. Drenaggio linfatico delle ghiandole mammarie della cagna in condizioni di normalità 
e in presenza di neoplasie mammarie (Patsikas et al., 2006) 
 
Ghiandola 
mammaria 
Drenaggio linfatico 
normale 
Drenaggio linfatico 
neoplastico  
M1 LN ascellare LN ascellare, LN sternale 
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M2 LN ascellare LN ascellare, LN sternale 
M3 LN ascellare, LN 
inguinale superficiale 
LN ascellare, LN inguinale 
superficiale, LN iliaco 
mediale 
M4 LN inguinale superficiale LN inguinale superficiale, 
LN ascellare 
M5 LN inguinale superficiale LN inguinale superficiale, 
LN popliteo 
 
Legenda    M:mammella 
                  LN: linfonodo 
 
Una presentazione a sé stante è quella del carcinoma mammario infiammatorio, 
neoplasia rara ma molto aggressiva, descritta prima nella donna e, successivamente, 
anche nel cane e nel gatto. Molto spesso non si presenta sotto forma di noduli più o 
meno ingrossati, ma come un’estesa area eritematosa, edematosa calda e dolente, 
con concomitanti sintomi di malattia generale (debolezza, anoressia, dolore e 
talvolta poliuria/polidipsia), che possono rendere difficile la distinzione clinica con 
una mastite acuta grave (Marconato, 2005; Illera Juan et al., 2006; Sorenmo et al., 
2011). 
 
2.5 IL PROCESSO METASTATICO 
Quando la neoplasia è in grado di causare metastasi, la prima sede interessata sono i 
linfonodi tributari, i quali clinicamente possono mostrarsi o meno aumentati di 
volume. L’accertamento di un coinvolgimento dei linfonodi tributari richiede 
l’esecuzione di un esame citologico e/o istopatologico, e rappresenta 
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un’informazione fondamentale per ottenere una corretta stadiazione della neoplasia 
(Yamagami et al., 1996; Nieto et al., 2000; Rasotto et al., 2011). Nella valutazione 
dell’interessamento linfonodale da parte della neoplasia è importante tenere in 
considerazione il drenaggio linfatico della ghiandola mammaria sana e di quella 
neoplastica (Tabella 1). 
Per metastasi s’intende “la diffusione di cellule neoplastiche da un tumore primario 
a una sede non contigua dove si stabilisce una crescita secondaria”. Tale processo 
può avvenire per via ematica o linfatica. Vi è una certa specificità d’organo in 
alcuni tipi di tumore, come ad esempio quello mammario che metastatizza 
principalmente al polmone e all’osso. Schematicamente, la “cascata metastatica” 
può essere suddivisa come segue. 
1. Distacco dal tumore primario: il processo sembra favorito dalla rapida 
crescita della massa primaria, necrosi tumorale, stress meccanici e aumento 
dell’attività di taluni enzimi (proteasi) o inefficienza di molecole che favoriscono 
l’adesione cellulare. 
2. Invasione: la cellula tumorale raggiunge il vaso (ematico o linfatico) e penetra 
al suo interno. In alcuni casi il processo è facilitato dalla scarsa resistenza dei vasi 
tumorali neoformati; talvolta la membrana basale diviene più permeabile in seguito 
alla lisi operata da enzimi direttamente prodotti dalle cellule tumorali. 
3. Evasione dal sistema di difesa dell’ospite: all’interno del torrente circolatorio 
o nei linfonodi le cellule tumorali devono contrastare l’aggressione da parte delle 
cellule del sistema immunitario dell’ospite, le sollecitazioni meccaniche legate al 
flusso e sopravvivere sia alla carenza di sostanze nutritive che alla tossicità 
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dell’eccesso di ossigeno. Tutto ciò spiega la scomparsa del 90-99% delle cellule 
tumorali già dopo poche ore dall’entrata nel torrente circolatorio. 
4. Arresto: l’aggregazione di cellule neoplastiche tra loro e con piastrine e 
leucociti ne consente l’arresto e l’adesione alla parete vasale. La formazione di 
trombi, inoltre, fornisce una protezione contro traumi meccanici e aggressione da 
parte del sistema immunitario dell’ospite. 
5. Stravaso: in seguito all’adesione alla parete interna del vaso, le cellule tumorali 
s’infiltrano tra quelle endoteliali mediante l’azione litica degli enzimi proteolitici. 
Una volta digerita la membrana basale, gli pseudopodi s’infiltrano nello spazio 
extracellulare, favorendo l’insediamento delle cellule neoplastiche e la 
colonizzazione tumorale. 
6. Nuova crescita tumorale: una volta insediatasi nella matrice extracellulare, la 
cellula tumorale può sopravvivere e moltiplicarsi grazie a fattori di crescita specifici 
prodotti direttamente da quest’ultima o già presenti nell’organo bersaglio. Le cellule 
necessitano inoltre di un adeguato apporto di nutrienti: devono quindi promuovere 
la formazione di nuovi vasi mediante il processo noto come “angiogenesi”. 
(Romanelli, 2007). 
Le metastasi, e non il tumore primario, sono causa di morte nel 90% dei pazienti 
con tumore ed è quasi impossibile rimuoverle chirurgicamente senza 
compromettere le funzioni vitali dell’organo colpito. E’ importante sottolineare, 
inoltre, che le lesioni secondarie, essendo diverse istologicamente dalle primarie, 
sono più difficilmente trattabili. 
Le sedi metastatiche più frequenti sono: 
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 Linfonodi regionali (ascellari e inguinali)  
 Torace: polmoni, pleure, linfonodi mediastinici, linfonodi tracheobronchiali e 
linfonodi sternali 
 Addome: fegato, linfonodi sottolombari, linfonodi iliaci mediali, milza e rene 
 Apparato scheletrico: vertebre lombosacrali, coste, estremità prossimali di omero e 
femore 
 Cuore, ghiandole surrenali, encefalo (Ettingher et al., 2008). 
 
2.6 DIAGNOSI E CLASSIFICAZIONE 
La diagnosi di neoplasia mammaria, nonché la differenziazione tra forma benigna e 
maligna ed il tipo tumorale istologico, sono fondamentali per stabilire la prognosi 
del paziente e quindi delineare un approccio terapeutico. Una diagnosi adeguata 
deve comprendere diverse valutazioni: 
1. Segni clinici: elevate dimensioni del tumore, rapida crescita, ulcerazione della 
cute, aderenza alla cute o ai tessuti sottocutanei, aumento di volume dei linfonodi 
tributari, presenza di noduli/masse polmonari sono tutti parametri clinici indicatori 
di malignità (Hellmen et al., 1993; Misdorp et al., 1999) 
2. Esame citologico: sebbene possa fornire informazioni utili, spesso può 
risultare non diagnostico e solitamente non permette la differenziazione tra forma 
benigna e maligna ( Hellmen & Lindgren, 1989) 
3. Esame istopatologico: ad oggi è considerata la metodica gold standard ai fini 
diagnostici e prognostici (Faratian, 2010). L’esame istopatologico, in aggiunta alla 
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classificazione morfologica e al grading delle lesioni, permette di rilevare 
importanti aspetti quali i dettagli morfologici cellulari, invasione dei tessuti 
circostanti e/o linfovascolare, margini di escissione. 
 
CLASSIFICAZIONE 
Ai fini di una classificazione della neoplasia sono presi in condizione i seguenti 
parametri, ognuno dei quali può influenzare la prognosi e la risposta al trattamento: 
 istogenesi; 
 staging TNM; 
 grading istologico; 
 stato dei recettori. 
 
 
 
2.6.1 ISTOGENESI 
I tumori mammari appartengono a vari istotipi, di cui quelli epiteliali (e 
mioepiteliali) sono predominanti, mentre i tumori mesenchimali, come il 
fibrosarcoma e l’osteosarcoma, sono meno comuni ma particolarmente aggressivi e 
metastatici. Poiché l’embriologia della ghiandola mammaria implica un’intima 
associazione tra l’epitelio e il mesenchima, non sorprende che i tumori siano spesso 
costituiti da una combinazione di stroma ed epitelio: i cosiddetti adenomi 
complessi, infatti, presentano una strutturazione mista di componenti cellulari 
epiteliali e mioepiteliali. 
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La neoplasia mammaria epiteliale può evolvere da un’iperplasia duttale o lobulare 
fino a una displasia e quindi a una neoplasia; una volta che la progressione 
neoplastica ha inizio, generalmente nella cagna lo sviluppo tumorale continua ed è 
probabile anche la comparsa di neoformazioni mammarie multiple. E’ importante 
sottolineare che la prognosi di ciascuna massa neoplastica secondaria non è 
dipendente da quella primitiva, per cui possono riscontrarsi diversi istotipi 
neoplastici nella ghiandola mammaria dello stesso animale ( McGavin et al., 2010). 
Sulla base delle caratteristiche prettamente istopatologiche, lo studio sul grado 
d’invasività di Gilberson et al. (1983) ci permette di classificare le neoplasie 
mammarie in 4 gradi: 
 GRADO 0: carcinoma in situ; la proliferazione maligna è limitata ai bordi 
anatomici del sistema duttale mammario. 
 GRADO I: proliferazione maligna estesa allo stroma, senza invasione 
linfatica e vascolare. 
 GRADO II: proliferazione invasiva maligna con invasione linfatica, vascolare 
e metastasi linfonodali. 
 GRADO III: proliferazione invasiva maligna con invasione linfatica, 
vascolare e metastasi a distanza. 
 
La classificazione dei tumori mammari del cane è effettuata seguendo i criteri 
dettati dalla World Health Organization (WHO) utilizzati nel caso del tumore nella 
donna (Hampe e Misdorp, 1974) sulla base dell’istotipo. Recentemente è stata 
sostituita da una nuova classificazione, la WHO-IHCTDA (World Health 
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Organization – International Histological Classification of Tumors of Domestic 
Animals, 1999) (Misdorp et al., 1999). 
 
1. TUMORI MALIGNI  
1.1 Carcinoma non infiltrante (in situ)  
1.2 Carcinoma complesso  
1.3 Carcinoma semplice  
1.3.1 Carcinoma tubulo-papillare  
1.3.2 Carcinoma solido  
1.3.3 Carcinoma anaplastico  
1.4 Tipi speciali di carcinoma  
1.4.1 Carcinoma a cellule fusate  
1.4.2 Carcinoma squamoso  
1.4.3 Carcinoma mucoso  
1.4.4 Carcinoma a cellule ricche in lipidi  
1.5 Sarcomi  
1.5.1 Fibrosarcoma  
1.5.2 Osteosarcoma  
1.5.3 Altri sarcomi  
1.6 Carcinosarcoma  
1.7 Carcinoma o sarcoma in tumore benigno 
 
2. TUMORI BENIGNI  
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2.1 Adenoma  
2.1.1 Adenoma Semplice  
2.1.2 Adenoma complesso  
2.1.3 Adenoma basaloide  
2.2 Fibroadenoma  
2.2.1 Fibroadenoma a bassa cellularità  
2.2.2 Fibroadenoma ad alta cellularità  
2.3 Tumore misto benigno  
2.4 Papilloma duttale 
 
3. TUMORI NON CLASSIFICATI (come il “carcinoma lipid-rich” nel gatto) e il 
carcinoma infiammatorio. 
 
 
4. DISPLASIE e IPERPLASIE MAMMARIE  
4.1 Iperplasia duttale  
4.2 Iperplasia lobulare  
4.2.1 Iperplasia epiteliale  
4.2.2 Adenosi  
4.3 Cisti  
4.4 Ectasia duttale  
4.5 Fibrosi focale (fibrosclerosi)  
4.6 Ginecomastia 
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(Hampe et al., 1974) 
    
Ovviamente questa classificazione è stata ed è tuttora d’indiscutibile utilità ai fini di 
un corretto inquadramento tassonomico, nella donna come nella cagna. Tuttavia, 
permangono dubbi sulle difficoltà connesse alla determinazione dei tipi cellulari di 
molte neoplasie e sulla sua reale utilità nel fornire indicazioni circa la prognosi del 
tumore. 
  
2.6.2 Staging-Tnm 
L’“Unione Internazionale Contro il Cancro” (UICC) ha proposto una 
classificazione dell’estensione tumorale in base alle dimensioni del tumore 
primitivo (T-Primary Tumor), all’interessamento o meno del distretto linfonodale 
regionale (N-Regional lymph nodes) e all’eventuale presenza di metastasi a distanza 
della neoplasia (M-Distant metastasis). 
La classificazione TNM può essere effettuata prima del trattamento (c-TNM) 
risultando quindi in una stadiazione clinica, oppure in seguito alla chirurgia, 
seguendo un criterio istopatologico (p-TNM). La c-TNM risulta di fondamentale 
importanza nella scelta delle opzioni terapeutiche, mentre la p-TNM ha un 
significato prettamente prognostico. 
Nel caso delle recidive neoplastiche la definizione della categoria TNM è preceduta 
dal simbolo “r”; inoltre, nell’ultimo periodo, è stato introdotto il concetto di livello 
di certezza (C-factor) che definisce la possibilità che un paziente possa avere una 
diversa collocazione rispetto ad un altro, pur avendo lo stesso stadio TNM. 
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La classificazione TNM clinica delle neoplasie mammarie della cagna è la seguente 
 
Tumore primitivo (T): 
Tx: tumore primitivo non definibile 
T0: non evidenza del tumore primitivo 
Tis: carcinoma in situ: 
Tis (DCIS) Carcinoma duttale in situ 
Tis (LCIS) Carcinoma lobulare in situ 
Tis (Paget) Malattia di Paget del capezzolo non associata con carcinoma invasivo 
e/o in situ nel parenchima mammario sottostante 
T1: tumore della dimensione massima fino a 2 cm 
T1 mi: microinvasione della dimensione massima di 0,1 cm 
T1 a: tumore dalla dimensione compresa tra 0,1 cm e 0,5 cm 
T1 b: tumore dalla dimensione compresa tra 0,6 cm e 1,0 cm 
T1 c: tumore dalla dimensione compresa tra 1,1 cm e 2,0 cm 
T2: tumore superiore a 2,0 cm ma non superiore a 5,0 cm nella dimensione massima 
T3: tumore superiore a 5,0 cm nella dimensione massima 
T4: tumore di qualsiasi dimensione con estensione diretta alla parete toracica e/o 
alla cute (ulcerazione o noduli cutanei) 
T4 a: estensione alla parete toracica (esclusa la sola aderenza/invasione del muscolo 
pettorale) 
T4 b: Ulcerazione della cute e/o noduli cutanei satelliti ipsilaterali e/o edema della 
cute che non presenta i criteri per definire il carcinoma infiammatorio 
50 
 
 
 
T4 c: presenza contemporanea delle caratteristiche di T4 a e T4 b 
T4 d : carcinoma infiammatorio 
Linfonodi regionali (N): 
Nx: linfonodi regionali non valutabili (ad esempio, se precedentemente asportati) 
N0: linfonodi regionali liberi da metastasi 
N1: metastasi nei linfonodi ascellari omolaterali mobili (livello I-II) 
N2: metastasi nei linfonodi ascellari omolaterali (livello I-II) che sono clinicamente 
fissi o fissi tra di loro; o in linfonodi mammari interni omolaterali clinicamente 
rilevabili in assenza di metastasi clinicamente evidenti nei linfonodi ascellari. 
N2 a: metastasi nei linfonodi ascellari omolaterali (livello I-II) fissi tra di loro o ad 
altre strutture 
N2 b: metastasi solamente nei linfonodi mammari interni omolterali clinicamente 
rilevabili e in assenza di metastasi clinicamente evidenti nei linfonodi ascellari 
(livello I-II) 
N3: metastasi in uno o più linfonodi sottoclaveari omolaterali (livello III ascellare) 
con o senza coinvolgimento di linfonodi ascellari del livello I, II; o nei linfonodi 
mammari interni omolaterali clinicamente rilevabili in presenza di metastasi nei 
linfonodi ascellari livello I-II clinicamente evidenti; o metastasi in uno o più 
linfonodi sovraclaveari omolaterali con o senza coinvolgimento dei linfonodi 
ascellari o mammari interni 
N3 a: metastasi nei linfonodi sottoclaveari omolaterali 
N3 b: metastasi nei linfonodi mammari interni e ascellari 
N3 c: metastasi nei linfonodi sovraclaveari 
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Metastasi a distanza (M): 
Mx: metastasi a distanza non accertabili 
M0: non evidenza clinica o radiologica di metastasi a distanza 
M1: metastasi a distanza evidenziate mediante classici esami clinico e radiologico 
e/o istologicamente dimostrate di dimensioni superiori a 0,2 mm. 
 
La classificazione così fatta ci permette di porre il paziente in uno dei seguenti stadi 
clinici (Tabella 2). 
Stadio 0 Tis N0 M0 
Stadio I A T1 N0 M0 
Stadio I B T0 
T1 
N1 mi 
N1 mi 
 
Stadio IIA T0 
T1 
T2 
N1 
N1 
N0 
M0 
Stadio II B T2 
T3 
N1 
N0 
M0 
Stadio III A T0 
T1 
T2 
T3 
T3 
N2 
N2 
N2 
N1 
N2 
M0 
Stadio III B T4 
T4 
T4 
N0 
N1 
N2 
M0 
Stadio III C Ogni T N3 M0 
Stadio IV Ogni T Ogni N M1 
     Tabella 2 
   
2.6.3 Grading istologico 
Alla dimensione tumorale e allo stato linfonodale (inclusi e valutati per lo staging) 
si aggiunge il grading istologico (Rakha et al., 2010). Il grading si valuta 
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esclusivamente nei tipi tumorali maligni e indica il grado di differenziazione della 
neoplasia che, anche nella specie canina, è un significativo indicatore della 
malignità, andando a influenzare il tempo di sopravvivenza post-operatorio 
(Misdorp et al., 1999; Misdorp, 2002; Karayannopolou et al., 2005). Il primo 
sistema di grading applicato agli animali domestici si fondava sul sistema Ellston & 
Ellis di medicina umana. In seguito a successive modifiche, sono oggi proposti per 
la specie canina due sistemi di grading lievemente differenti. Entrambi valutano tre 
parametri (formazione di tubuli, attività mitotica e pleomorfismo nucleare), 
attribuendovi un punteggio. La sommatoria dei tre parametri classifica la neoplasia 
in una delle tre categorie del grading:  
 GRADO I: tumore ben differenziato 
 GRADO II: tumore moderatamente differenziato 
 GRADO III: tumore indifferenziato. 
(Misdorp, 2002; Clemente et al., 2010) 
2.6.4 Stato dei recettori 
Il ruolo dei recettori steroidei nelle neoplasie mammarie canine è ancora sotto 
studio, anche se l’espressione dei recettori di estrogeno (ER) e progesterone (PR) è 
considerata uno dei fattori prognostici nel tumore mammario umano (Murphy at al., 
2002) e nel carcinoma mammario canino (Sartin et al., 1992). Le nuove 
raccomandazioni dell’ASCO (American Society of Clinical Oncology) per la 
determinazione immunoistochimica dei recettori ER e PR considerano positivi i 
tumori con almeno 1% di cellule positive. In particolare, esiste una relazione tra i 
53 
 
 
 
livelli dei recettori e i benefici ottenuti con i trattamenti ormonali, sia nella malattia 
metastatica, sia nel setting adiuvante e neoadiuvante. 
I tumori con una bassa espressione di ER e PR sono associati spesso a una prognosi 
negativa, al contrario di quelli in cui la loro espressione è più elevata (Osborne et 
al., 2005). Molte ricerche si concentrano sul recettore estrogenico α (ERα) (Nieto et 
al., 2000). Contrariamente a quanto avviene nella ghiandola mammaria sana della 
donna, l’epitelio mammario sano del cane è positivo alla presenza di ERα. Inoltre, i 
tumori mammari canini positivi a ERα hanno una prognosi clinica migliore (Peña et 
al., 2003, Nieto et al., 2000). 
Recentemente è stata descritta anche l’espressione di ERβ nel tumore mammario 
canino: il suo ruolo nel cancro mammario della donna è ancora controverso, 
nonostante studi abbiano dimostrato la sua correlazione all’aumento della 
sopravvivenza in seguito a trattamento medico. Nel cane, i tumori ERβ positivi sono 
più spesso benigni: infatti, l’espressione maggiore di questo recettore in neoplasie 
mammarie canine è indice di minore malignità e rappresenta un fattore prognostico 
positivo nella sua evoluzione e clinica (Martin de las Mulas et al., 2004; 
Gruvberger-Saal et al., 2007). 
Oltre ad essere coinvolti nella trasformazione maligna, i recettori per gli estrogeni 
rappresentano un bersaglio terapeutico nella cagna, come nella donna. Il rischio di 
tumore al seno è influenzato dalla dose cumulativa di E2 biodisponibili e la terapia 
a base di anti-E2 è una delle più comuni prescrizioni per il trattamento del tumore al 
seno ER-positivo (Donnay et al., 1996). 
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Per quanto concerne i recettori per il progesterone (PR), in Medicina umana sono 
risultati essere preziosi indicatori di recidiva: una neoplasia mammaria PR negativa 
è correlata a una prognosi peggiore (Gelbfish et al., 1988). 
Con il progredire della malattia verso la metastatizzazione, il tumore ha la tendenza 
a perdere la propria dipendenza ormonale; ne risulta che le metastasi di neoplasia 
mammaria risultano spesso negativi sia per ER, sia per PR (Casagrande et al., 
2006).  
Per quanto riguarda i recettori degli androgeni (AR) e la loro espressione nei casi di 
cancro mammario, la letteratura in medicina umana ci offre risultati contraddittori, 
anche se ultimamente uno studio ha dimostrato l’espressione di AR in carcinomi 
mammari umani invasivi e non invasivi (Moinfar et al., 2003). In veterinaria invece, 
uno studio ha evidenziato un’elevata presenza di AR nei tumori maligni (Illera Juan 
et al., 2006). 
 
 
 
2.7 TERAPIA 
2.7.1 Chirurgia 
Sia per le neoplasie mammarie benigne sia maligne, la terapia d'elezione è ancor 
oggi la resezione chirurgica, ad eccezione dei pazienti con diagnosi di carcinoma 
infiammatorio o con metastasi sistemiche. Nel caso di masse voluminose o ulcerate 
con metastasi focali polmonari si può ancora optare per l'escissione chirurgica delle 
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lesioni primarie, monitorando attentamente i parametri vitali del paziente durante 
l'intervento e nel periodo postoperatorio, ed affiancandola a trattamenti sistemici 
quali la chemioterapia (Marconato & Del Piero, 2005). La rimozione chirurgica 
precoce probabilmente migliora la prognosi, ma non è accertato che una procedura 
chirurgica fornisca una prognosi migliore rispetto a un’altra (Slatter, 2005). 
Obiettivo della chirurgia è rimuovere tutti i tumori mammari con la più semplice 
procedura. Indipendentemente dalla diagnosi istopatologica, qualsiasi lesione 
mammaria deve essere asportata con margini ampi e profondi (almeno 2 cm in tutte 
le direzioni) fino alla muscolatura sottostante. I vasi devono essere identificati e 
legati precocemente per ridurre il rischio di emorragie ed emboli tumorali. È 
controversa l’utilità di eseguire, nelle femmine intere, l’ovariectomia in 
concomitanza con la mastectomia. In uno studio effettuato nel 2000 da Sorenmo et 
al., il tempo di sopravvivenza delle cagne ovariectomizzate in concomitanza della 
mastectomia è risultato essere quasi il doppio rispetto a quello delle cagne solo 
mastectomizzate. In altri studi (Yamagamy et al, 1996; Morris, 1998), invece, 
l’ovariectomia non ha influito sul tempo di sopravvivenza e recidiva. Qualora 
venisse praticato, l’intervento di ovariectomia deve precedere quello di 
mastectomia, per evitare l’impianto iatrogeno di cellule neoplastiche in cavità 
addominale. 
In base alla distribuzione del tumore mammario, le possibili procedure chirurgiche 
descritte da diversi autori sono:  
 Nodulectomia: rimozione del solo nodulo mammario. Consigliabile se la neoplasia 
è di piccole dimensioni (< 0,5 cm), dura, superficiale, mobile.  
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 Mammectomia o mastectomia semplice: asportazione di una ghiandola. Proponibile 
se la neoplasia è localizzata al centro di questa, ha diametro maggiore a 1 cm, è 
parzialmente adesa ai tessuti sottostanti.  
 Mastectomia regionale (Misdorp, 2002; MacEwen & Withrow, 2001): asportazione 
della ghiandola interessata e di quelle con drenaggio linfatico comune. E’ indicata 
nel caso di coinvolgimento delle mammelle addominali o inguinale.   
 Mastectomia mono/bilaterale: asportazione di una o entrambe le file mammarie. 
Consigliata nel caso di lesioni multiple o di diagnosi di adenocarcinoma. Se la 
mastectomia bilaterale è necessaria, è bene fare due mastectomie monolaterali a tre 
settimane di distanza per garantire la completa guarigione ed espansione tissutale.  
 Asportazione linfonodale: è indicata in alcuni casi. I linfonodi ascellari sono 
raramente interessati e devono essere rimossi solo se aumentati di volume, non più 
mobili e/o positivi all'esame citologico. L'asportazione del linfonodo inguinale e 
l'esame istopatologico vanno sempre effettuati qualora si asportino le ghiandole 
inguinali, poiché fondamentale per la stadiazione del tumore, in base alla quale si 
decide se considerare una chemioterapia adiuvante (Marconato & Del Piero, 2005).  
In merito alle tecniche chirurgiche, la preferenza di una linea d'azione radicale 
contro quella conservativa è ancora oggi tema di dibattito, in quanto l'approccio 
aggressivo non ha registrato un miglioramento del tempo di sopravvivenza o calo 
d’incidenza di recidive (Marconato & Del Piero, 2005; MacEwen & Withrow, 
2001).  
Ovviamente, essendo un intervento chirurgico, la mastectomia non è scevra da 
complicazioni. Tra quelle che si realizzano più frequentemente in tale intervento, 
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troviamo l’accidentale recisione dei vasi durante la dissezione del tessuto 
mammario e la conseguente emorragia. Inoltre è possibile che s’incorra 
nell’imperfetta allacciatura dei vasi principali delle mammelle, che durante 
l’intervento può non creare problemi ma che nell’immediato postoperatorio, per 
l’aumento della pressione arteriosa, può dare luogo ad emorragie con abbondante 
gocciolamento di sangue dalla ferita chirurgica. 
Le complicazioni postchirurgiche sono più frequenti in animali anziani, debilitati, 
malnutriti o che presentano patologie che ritardano la cicatrizzazione della ferita e 
che predispongono a infezioni a tale livello. 
La possibilità di complicanze postoperatorie, inoltre, aumenta con la lunghezza 
dell’incisione cutanea, la quantità di tessuto mammario asportato e la rimozione o 
meno dei linfonodi regionali. Le complicazioni postchirurgiche più frequenti nella 
mastectomia della cagna sono:  
 dolore, soprattutto nelle tecniche operatorie più radicali. Per questo motivo la 
somministrazione di analgesici al paziente è molto importante, sia nella fase di 
premeditazione, sia in quella postoperatoria (fino a 2-3 gg dopo l’intervento). 
 infiammazione: risposta protettiva dei tessuti evocata dal trauma e prima fase del 
processo di guarigione della ferita. Essa è in parte dovuta al materiale da sutura che 
può interferire con la guarigione fino a dare origine a granulomi, ovvero processi 
infiammatori cronici. 
 infezione, causata dalla contaminazione batterica della ferita, soprattutto in seguito 
a penetrazione di materiale estraneo e/o leccamento da parte del paziente. 
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 necrosi ischemica cutanea: causata da eccessiva tensione della sutura o per 
l’applicazione di punti di sutura troppo stretti, che strozzano i vasi cutanei 
riducendo l’apporto di ossigeno e substrati metabolici alle cellule.                    
 deiscenza della ferita: si verifica quando i punti vengono applicati troppo vicino ai 
margini cutanei, quando la tensione eccede la tenuta dei fili o dei nodi chirurgici; si 
verifica anche secondariamente ad autotraumatismo, infezione, tosse violenta, 
ipoproteinemia, ipovolemia, e somministrazione di farmaci che interferiscono con 
la guarigione. 
 edema: si può formare a livello della ferita per il trauma chirurgico o per reazioni al 
filo.  
 formazione di raccolte ematiche e sieromi: l’accumulo di fluidi negli spazi morti 
ritarda la cicatrizzazione perché impedisce meccanicamente l’adesione degli strati 
tissutali. Inoltre, l’ambiente ipossico delle raccolte ematiche e dei sieromi inibisce 
la migrazione delle cellule riparatrici verso la ferita interferendo con il processo di 
guarigione (Innocenti et al., 2010) 
     
 
2.7.2 Chemioterapia 
L'utilizzo della chemioterapia in oncologia dei piccoli animali prende spunto da 
sperimentazioni cliniche condotte in medicina umana e, sino a pochi anni fa, nessun 
protocollo era risultato efficace nella cagna (Misdorp, 2002). I composti ad oggi più 
studiati sono la doxorubicina, ciclofosfamide e 5-fluorouracile; altri chemioterapici 
potenzialmente efficaci sono mitoxantrone, cisplatino e carboplatino (Marconato & 
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Del Piero, 2005; MacEwen & Withrow, 2001). Tuttavia servono studi più 
approfonditi per valutare protocolli monochemioterapici o combinati più efficaci e 
specifici per il carcinoma canino (MacEwen & Withrow, 2001). Al momento si 
ritiene, infatti, che l'esito del trattamento chemioterapico dipenda soprattutto dalle 
conoscenze del veterinario oncologo sulla biologia dei tumori, dalla sua esperienza 
personale e la sua interpretazione dei dati disponibili in letteratura (Marconato & 
Del Piero, 2005). Le indicazioni per la chemioterapia sono: escissione chirurgica 
incompleta, evidenza istologica d’invasione linfatica (neoplasia di stage 2 o 3), 
presenza di metastasi sistemiche, recidiva locale e tipo istologico aggressivo 
(carcinoma invasivo, solido, carcinosarcoma, sarcoma) (Marconato & Del Piero, 
2005; MacEwen & Withrow, 2001).  
 
2.7.3 Radioterapia 
La radioterapia è un trattamento antineoplastico locale, utilizzato per il controllo 
locale di tumori inoperabili o per ridurre la percentuale di recidiva. Tuttavia anche 
sulla reale efficacia di questa terapia adiuvante esistono dibattiti e in nessuno studio 
è stata riscontrata una riduzione del potenziale metastatico delle cellule neoplastiche 
od un allungamento del tempo di sopravvivenza dell'animale (Misdorp, 2002; 
MacEwen & Withrow, 2001). Può essere consigliata per il controllo del dolore in 
presenza di metastasi ossee e sindromi compressive midollari, mantenendo sempre 
la prognosi di tipo sfavorevole (Marconato & Del Piero, 2005). 
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2.7.4 Terapia ormonale 
La terapia ormonale consiste nella manipolazione della fisiologia ormonale della 
cagna per eliminare l'effetto proliferativo degli ormoni ovarici. L'ovariectomia ne è 
un esempio, ma sinora molti studi non hanno dimostrato alcun effetto terapeutico 
nell'attuarla in concomitanza della mastectomia (Schneider et al., 1969, Yamagami 
et al., 1996). Il suo ruolo è piuttosto di tipo preventivo se effettuata prima del primo 
calore, o comunque, anche se in misura minore, entro il secondo anno di età 
(Schneider et al., 1969; Taylor et al., 1976). Nei tumori ER-positivi si può 
antagonizzare l'azione degli estrogeni endogeni mediante l'utilizzo di farmaci 
antiestrogeni. Il più utilizzato in medicina umana è il tamoxifene, farmaco non 
steroideo di sintesi che compete con gli estrogeni per il recettore citoplasmatico, ed 
una volta nel nucleo arresta il ciclo cellulare delle cellule entrate in fase G1 
(Doisneau-Sixou et al., 2003). In oncologia umana esso trova applicazione nel 
trattamento adiuvante di carcinomi mammari ER-positivi metastatici in donne in 
menopausa, e del carcinoma dell'endometrio in fase avanzata. In medicina 
veterinaria la valutazione dell'espressione recettoriale delle neoplasie mammarie 
non è ancora pratica di routine ed i risultati in merito all'utilizzo del tamoxifene 
sono ancora scarsi e controversi (Marconato & Del Piero, 2005). È stata accertata 
comunque una residua attività estrogenica del tamoxifene, che causa endometrite e 
piometra nelle cagne intere, segni clinici di estro in quelle non intere. Pertanto i 
candidati per la terapia con tamoxifene sarebbero cagne con tumori ER-positivi e 
che hanno subito un'ovarioisterectomia (Marconato & Del Piero, 2005; MacEwen & 
Withrow, 2001).  
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Molti tumori umani, tra cui il tumore al seno, mostrano un'aumentata espressione 
delle ciclossigenasi-2 (COX-2). Recentemente la loro espressione è stata dimostrata 
anche in diversi tumori del cane e del gatto, ed è possibile una correlazione con la 
sovraespressione del proto-oncogene HER-2/neu (Millanta et al., 2006). L'utilizzo 
di farmaci antinfiammatori anti–Cox-2 a scopo antitumorale è ancora in fase di 
studio, ma alcuni risultati interessanti stanno emergendo in topi transgenici, in cui 
farmaci selettivamente inibitori delle Cox-2 ritardano la comparsa del tumore 
mammario (Chang et al., 2004). 
 
2.8 PROGNOSI 
I fattori importanti prognostici sono molti. Tra quelli clinici, si associano a prognosi 
sfavorevole o infausta:  
 le grandi dimensioni del tumore primitivo 
 l’età avanzata al momento della diagnosi  
 l’obesità all’età di un anno  
 la grossa taglia dell’animale  
 il coinvolgimento dei piani più profondi   
 la presenza di masse dure tra i tumori   
 l’evidenza clinica di carcinoma infiammatorio  
 la presenza di ulcere   
 la crescita rapida   
 presenza di metastasi a distanza  
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 In merito all’interessamento dei linfonodi regionali, le opinioni sono contradditorie, 
ma secondo la maggior parte degli autori le metastasi linfonodali si associano a 
prognosi sfavorevole, con percentuale di recidiva dell’80% nell’arco di 6 mesi. Se 
invece i linfonodi regionali non sono interessati, la percentuale di recidiva è del 
30% dopo 2 anni dalla mastectomia (Marconato, Del Piero, 2005).  
 
I parametri istologici importanti ai fini prognostici sono: 
 la presenza d’invasione linfatica o vascolare  
 la proliferazione stromale   
 la diagnosi istologica di sarcoma   
 il basso grado di differenziazione nucleare   
 il grado istologico elevato  
 la scarsa reattività linfoide intorno al tumore 
 
 Sarcomi e carcinomi infiammatori hanno prognosi peggiore e, in merito ai 
carcinomi, si osserva malignità crescente con quest’ordine: tipo non infiltrante, 
tubulare, solido anaplastico. È stata inoltre osservata malignità decrescente dal 
carcinoma semplice a quello complesso. Sembra invece che il mioepitelio eserciti 
un effetto protettivo sul tessuto mammario e che la perdita del fenotipo 
mioepiteliale si accompagni a tumori più aggressivi e, quindi, a prognosi 
sfavorevole.  
Il grado istologico è predittivo del comportamento biologico del tumore: la 
percentuale di recidiva è del 19% per il grado 0, del 60% per il grado I e del 97% 
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per il grado II. La reattività linfoide intorno al tumore è evidenza morfologica di 
risposta immunitaria antitumorale e si associa a minore percentuale di recidiva dopo 
la chirurgia. L’indice mitotico non sembra avere, nella cagna, la stessa importanza 
che ha invece nella donna (Marconato, Del Piero, 2005).  
Nuovi parametri, non sempre facilmente disponibili, possono essere valutati ai fini 
prognostici. La presenza dei recettori per gli estrogeni è indicativa di una lesione 
più benigna (Marconato, Del Piero, 2005). La neoangiogenesi si associa ad un 
fenotipo maligno e alla comparsa precoce di metastasi ed è valutata istologicamente 
su sezioni fissate in formalina mediante tecniche d’immunoistochimica, utilizzando 
l’antigene correlato al fattore VIII (Marconato, Del Piero, 2005).  
Secondo diversi studi, il 25-40% dei cani con neoplasia mammaria maligna è vivo 
dopo 2 anni dalla chirurgia, con sopravvivenza media che oscilla tra 4 e 17 mesi 
(Marconato, Del Piero, 2005). 
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CAPITOLO 3 
GENETICA DELLA NEOPLASIA 
MAMMAR 
 
 
CAPITOLO 3 
 
3.1 PREDISPOSIZIONE EREDITARIA AL TUMORE 
Gli studi riguardanti le basi molecolari dei tumori mammari del cane (CMT) sono 
stati per lungo tempo ostacolati dal numero limitato di strumenti molecolari 
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specifici per la specie canina. La mancanza di informazioni molecolari per il CMT 
ha impedito quindi l’individuazione di marcatori tumorali clinicamente rilevanti. 
Tuttavia, nel corso degli ultimi anni, sono stati fatti importanti passi avanti a 
proposito della carcinogenesi molecolare del tumore mammario canino, che hanno 
portato ad identificare specifici oncogeni soppressori tumorali. 
Tenendo comunque presente che i dati disponibili sull’origine genetica dei tumori 
canini sono tuttora limitati, è facile intuire come la loro conoscenza sia di 
fondamentale importanza sia per l’approccio diagnostico, sia per quello terapeutico. 
 
La carcinogenesi è un processo multistep durante il quale le alterazioni genetiche e 
epigenetiche si accumulano all’interno della cellula, risultando nella progressiva 
trasformazione di una cellula normale in una cellula tumorale. 
I geni più frequentemente coinvolti nella genesi delle neoplasie sono: 
 Proto-oncogeni 
 Geni soppressori del tumore (TSGs) 
I proto-oncogeni si ritrovano nelle cellule normali e codificano per proteine 
coinvolte nel controllo della replicazione, apoptosi e differenziazione; la loro 
inappropriata attivazione può trasformarli in oncogeni. Le mutazioni a loro carico 
sono tipicamente dominanti, ossia, la presenza di una copia normale dell’oncogene 
non può compensare la forma mutata attivata. La versione mutata del proto-
oncogene è nota con il termine oncogene (Pierotti et al., 2003; Weinstein & Joe, 
2006). Questa tipologia di mutazioni include un cambiamento in un singolo 
aminoacido che provoca un’alterazione della forma proteica, una moltiplicazione 
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del gene sul cromosoma che produce una maggiore attività, o un’alterazione delle 
regioni di controllo del gene che determina una sua irregolare espressione o una sua 
regolazione impropria. I proto-oncogeni codificano per proteine estremamente 
importanti per la normale omeostasi cellulare, in particolare per quelle coinvolte nel 
controllo fisiologico della crescita cellulare; ne sono un esempio le Cicline chinasi 
dipendenti (componenti del ciclo cellulare).  
Di conseguenza, gli oncogeni e le proteine da loro codificate (oncoproteine) 
promuovono la crescita cellulare in assenza dei normali segnali mitogenici, 
evadendo i normali meccanismi di regolazione e provocando un’ininterrotta 
proliferazione cellulare neoplastica, capace di sfuggire a tutti i meccanismi di 
controllo presenti nella normale omeostasi cellulare (Weinberg, 1996; Kumar et al., 
2005; Weinstein & Joe, 2006).  
I geni soppressori del tumore (TSGs, dall’inglese “tumor suppressor genes”) sono 
recessivi; di conseguenza è necessaria l’inattivazione di entrambi gli alleli (loss-of-
function), per ottenere un fenotipo cellulare alterato (Weinberg, 1989; Ponder, 
2001). 
I TSGs possono essere suddivisi in ulteriori due classi, in base alla loro funzione: 
 Gatekeepers, che agiscono direttamente nella prevenzione del tumore attraverso 
l’inibizione  della crescita cellulare, inducendo apoptosi o promuovendo la 
differenziazione; 
 Caretakers, che sono coinvolti nel mantenimento dell’integrità e nella 
riparazione dei danni a livello del DNA. Essi agiscono indirettamente sulla 
soppressione della neoplasia e la loro inattivazione induce un forte aumento del 
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tasso di mutazione di altri geni, inclusi i gatekeepers e i proto-oncogeni (Kinzler & 
Vogelstein, 1997) 
 
L’1-2% di tutti i tumori è associato a sindromi ereditarie predisponenti al cancro. 
Queste si ritrovano in soggetti che presentano una mutazione germinale ereditaria di 
geni coinvolti nella suscettibilità al tumore (Fearon, 1997; Ponder, 2001). Il rischio 
di neoplasia per questi individui è elevata (fino al 50-80%), ma la probabilità di 
sviluppare il tumore dipende dall’allele mutante in questione, da altri fattori genetici 
e non genetici e dalla complessa interazione di tutti questi fattori, della quale, ad 
oggi, ancora poco è stato compreso ( Fearon, 1997; Ponder, 2001). 
Tali sindromi ereditarie sono caratterizzate dalla presenza di diversi membri della  
stessa famiglia affetti da cancro, un’età di insorgenza del tumore minore e 
molteplici tumori primari. Alcune delle sindromi predispongono anche ad altre 
malattie rare, in particolare anomalie congenite (Fearon, 1997). 
3.1.1 SUSCETTIBILITA’ GENETICA AL TUMORE AL 
SENO NELLA DONNA 
A circa il 10% delle donne del Mondo occidentale viene diagnosticato il tumore al 
seno, percentuale che rende questa neoplasia la più frequentemente diagnosticata. 
La maggior parte dei tumori al seno è diagnosticata nelle donne, questo perché le 
cellule mammarie femminili sono costantemente esposte agli effetti promotori di 
crescita degli estrogeni e del progesterone, al contrario degli uomini. Inoltre, il 
rischio di sviluppare questa neoplasia  è molto più alta dopo la menopausa; questo 
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suggerisce che, per l’iniziazione e la progressione del tumore, è necessario un 
accumulo di difetti genetici. 
Circa il 15% dei pazienti con tumore al seno ha una storia familiare per questa 
patologia: in questo gruppo di pazienti vi è una più alta possibilità di avere un 
difetto genetico ereditario in geni di suscettibilità al tumore al seno. In tali soggetti 
il rischio di sviluppare il tumore si accompagna ad un’età di insorgenza minore 
(Knudson et al., 1975). 
Nella donna, l’ereditarietà del tumore al seno è spesso correlata a quella del tumore 
all’ovaio. 
Generalmente, viene fatta una distinzione tra famiglie a medio e alto rischio di 
tumore al seno e/o all’ovaio. Nelle famiglie con un chiaro modello di ereditarietà 
autosomico dominante per il cancro al seno, viene proposta la diagnosi di HBOC 
(Cancro ereditario mammario e/o ovarico). I membri di tali famiglie hanno un 
significativo aumento del rischio di sviluppare cancro al seno. L’età di insorgenza 
sarà notevolmente inferiore e la prevalenza di tumori bilaterali o multipli tumori 
primitivi al seno sarà maggiore. HBOC rappresenta il 5-8% di tutti i casi di cancro 
al seno. I criteri diagnostici per HBOC sono: 
diagnosi di tumore mammario o ovarico in: 
 Almeno tre parenti di primo grado (o secondo grado in caso di ereditarietà 
paterna); 
 almeno due generazioni successive; 
 almeno un paziente inferiore ai 50 anni. 
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L’associazione familiare di carcinoma mammario e ovarico fu suggerita per la 
prima volta negli anni’70, quando venne identificato un numeroso gruppo di 
famiglie in cui questi due tumori venivano trasmessi insieme, attraverso le 
generazioni (Lynch et al., 1972, 1978). 
Tale frequente associazione suggerì che la predisposizione a queste due neoplasie 
era dovuta a mutazioni a carico dello stesso gene (Schildkraut et al., 1989). Nel 
1990 fu mappato il primo locus di suscettibilità al cancro mammario, localizzato sul 
cromosoma 17q21, definendo il gene presente BRCA1 (BReast CAncer 
susceptibility gene 1). Nel 1994 fu identificato il secondo, BRCA2 (BReast CAncer 
susceptibility gene 2), localizzato sul cromosoma 13q12-q13 (Wooster et al., 1994). 
Mutazioni a carico del gene BRCA1 comportano un rischio cumulativo medio di 
sviluppare la malattia, entro i 70 anni, del 60% per il cancro al seno e del 60% per 
quello ovarico; per mutazioni a carico del gene BRCA2 il rischio è del 55-60% per il 
cancro al seno e del 16,5-20% per quello ovarico. In assenza di mutazione, il rischio 
di carcinoma mammario è invece dell’11%, quello di carcinoma ovarico dell’ 1,4% 
(Antoniou et al., 2003; Tibiletti, 2012; Armstrong et al.,2014).  
Generalmente, la prevalenza di mutazioni germinali BRCA 1/2 nella popolazione 
generale è molto bassa; tuttavia, in alcuni gruppi etnici questa è 10 volte superiore 
(Calistri, Zampiga e Zoli, 2012). Ad esempio, un’elevata prevalenza nelle mutazioni 
dei due geni è stata riscontrata tra gli ebrei Ashkenaziti, ma anche in determinate 
popolazioni in Islanda, Olanda, Svezia, Norvegia, Germania, Francia, Spagna 
(Calistri et al., 2012; Francken et al., 2013).  
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Ad oggi è ormai noto che il 90-95% di tutti i casi di carcinoma mammario e ovarico 
è da considerarsi di natura sporadica; il restante 5-10% è costituito da forme 
ereditarie. Di questo 5-10%, circa l’84% deriva da mutazioni correlate ai geni 
BRCA 1/2  con un pattern di trasmissione autosomico dominante, una penetranza 
incompleta e un’espressività variabile (Antoniou et al., 2003). 
 
3.2 GENI BRCA1 E BRCA2 
I geni BRCA1 e BRCA2 appartengono ad una classe di geni conosciuti come geni 
soppressori del tumore (o oncosoppressori). Come tali, impediscono alle cellule di 
crescere e dividersi troppo velocemente o in un modo incontrollato. Sia BRCA1, sia 
BRCA2 possono essere considerati come dei regolatori del ciclo cellulare che 
esercitano la propria funzione interrompendo il ciclo cellulare, inducendo l’apoptosi 
o riparando il DNA. 
Nei casi familiari i soggetti sono portatori di mutazioni germinali in eterozigosi che 
determinano l’inattivazione di una sola delle copie del gene. La neoplasia si 
svilupperà nel momento in cui, nel tessuto mammario, s’inattiverà la copia normale, 
fatto che avvenire a seguito della delezione (LOH: loss of heterozigosity) o della 
mutazione (Cosmi & Pinotti, Neoplasie della mammella. Dalla diagnosi al 
trattamento, 2006). 
La specificità della cancerogenesi associata a mutazioni di questi geni e delle 
relative proteine nei confronti di tessuti come quello mammario e quello ovarico 
potrebbe essere strettamente correlata alla presenza degli estrogeni: questi ultimi 
inducono la proliferazione cellulare e stimolano lo sviluppo dei tessuti coinvolti 
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nella riproduzione. Tuttavia, proprio per la  rapida ed elevata proliferazione 
cellulare, le cellule possono essere più suscettibili ai danni a carico del DNA. 
BRCA1 e BRCA2 si sono mostrati coinvolti nella protezione delle cellule mammarie 
ed ovariche da instabilità genetica proprio durante questi periodi caratterizzati da un 
forte aumento del livello di estrogeni (Fan et al, 1999;  Hilakivi-Clarke, 2000). 
Le mutazioni dei geni BRCA1/2 non sono semplicemente associate ad un elevato 
rischio di cancro al seno e/o all’ovaio: i portatori della mutazione hanno anche un 
aumento della suscettibilità al cancro pancreatico, prostatico e al tumore mammario 
maschile.  
 Il cancro al seno di tipo ereditario è caratterizzato dalle seguenti caratteristiche: 
 almeno quattro o più persone affette nella stessa famiglia; 
 aumento della frequenza dei casi di cancro al seno ad esordio precoce (prima dei 40 
anni); 
 tumori frequentemente multicentrici e bilaterali; 
 rischio cumulativo di cancro al seno di oltre il 50%; 
 frequente associazione con il cancro ovarico; 
 possibile associazione con tumore della mammella maschile, carcinoma prostatico e 
pancreatico. (Rosen et al.,2003). 
 
Nella seguente gerarchia familiare è presente una mutazione BRCA (Figura 2) 
Poiché la mutazione si trasmette tramite un meccanismo autosomico dominante, 
circa il 50% dei familiari in ogni generazione è portatore della mutazione. È 
importante sottolineare che anche il padre non affetto può trasmettere la mutazione 
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alla figlia, la quale presenterà la neoplasia; ciò dimostra che la trasmissione della 
mutazione di BRCA può avvenire da entrambi i genitori.
Figura 2 
 
 
 
 
3.2.1 Struttura ed espressione 
BRCA1 
Il gene BReast CAncer 1 è un oncosoppressore mappato sul braccio lungo del 
cromosoma 17 (17q21) (Miki et al., 1994), composto da 24 esoni, per una 
lunghezza complessiva di 5693 paia di basi (bp). Codifica per una fosfoproteina 
nucleare di 1863 aminoacidi (220kDa). In particolare, l’esone 11 è il più grande e 
codifica per oltre il 60% degli aminoacidi di BRCA1 (Wu et al., 2010). 
La proteina codificata da BRCA1 presenta numerosi domini funzionali. 
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All’estremità N-terminale si trova il dominio RING-finger, caratteristico di varie 
proteine coinvolte nei meccanismi di riparazione del danno al DNA, che comprende 
all’incirca i primi 109 aminoacidi della proteina (Wu et al.,1996; Lorick et al.,1999; 
Morris et al., 2004). BRCA1 forma, a livello di questo dominio, un eterodimero con 
un’altra proteina, BARD1, che contiene a sua volta un RING-domain. Il dominio 
centrale di BRCA1 (aa 452-1079), composto da circa 600 amminoacidi, rappresenta 
un sito di legame per un macro-complesso proteico, definito BRCA1-Associated 
genome Surveillance Complex (BASC), comprendente numerose proteine, tra cui le 
più importanti sono RAD50, MRE11 e NBS1, note per il loro ruolo nella 
riparazione del danno al DNA (Zhong et al.,1999; Wang et al., 2000). 
La porzione C-terminale di BRCA1 è caratterizzata da due sequenze, di circa 110 
aminoacidi ognuna, ripetute in tandem ed evolutivamente conservate, chiamate 
BRCT (BRCA1 C-terminus), costituite ognuna da circa 85-95 amminoacidi. 
A questo dominio si legano varie proteine, tra cui BRCA2, RHA (RNA elicasi A), 
RNA polimerasi II, p53, HDAC (Istone Deacetilasi) (Huyton et al.,2000; Zhang et 
al.,1998; Yarden et al., 1999). La proteina Brca1 è espressa in diversi tessuti umani 
come il testicolo, il timo, il tessuto ovarico e, ovviamente, la mammella. 
 
BRCA 2  
Il gene BRCA2, scoperto nel 1994 da Wooster et al. in seguito a studi su famiglie 
islandesi affette da cancro al seno, è un oncosoppressore costituito da 27 esoni, per 
una lunghezza complessiva di 11385bp. Codifica per una proteina nucleare di 3418 
aminoacidi, con un peso molecolare di 384 kDa (Tavtigian et al., 1996). 
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I massimi livelli di espressione sono stati riscontrati a livello della mammella, del 
timo e del testicolo, meno nel polmone, ovaio e milza. 
La proteina BRCA2 contiene solamente due domini funzionali. Il primo, situato 
nella parte centrale del gene, codificato interamente dall’esone 11, è il motivo 
ripetuto BRC (che contiene 8 ripetizioni di una sequenza di 20-30 aminoacidi), 
essenziale nel ruolo di riparazione del DNA e nel legame con Rad51. Pellegrini et 
al. (2002) dimostrarono che le mutazioni in questo esone possono inibire 
l’interazione con Rad51, aumentando il rischio di tumore al seno. L’altro dominio, a 
livello dell’estremità C-terminale, è il sito di legame con la proteina DSS1, 
coinvolta anch’essa nella riparazione del DNA come cofattore di BRCA2. Inoltre, la 
regione carbossi terminale presenta anche un sito di interazione con BRCA1 
(Pagliaretta et al.,2012). 
 
Diversi studi sui roditori hanno mostrato che i livelli dell’ mRNA di BRCA1 e 
BRCA2  sono più elevati in linee cellulari a più rapida proliferazione, nella fase di 
differenziamento (Marquis et al., 1995; Rajan et al., 1997). I loro livelli di 
espressione variano anche a seconda della fase del ciclo cellulare, ma raggiungono 
un picco durante il passaggio dalla fase G1 alla fase S (fase di replicazione del 
DNA) (Rajan et al., 1996). Allo stesso modo varia la loro localizzazione: durante la 
fase S si trovano in foci subnucleari e in caso di danno al DNA, migrano a tale 
livello (Scully et al., 1997; Chen et al., 1998; Yarden et al., 2002).   
Nella ghiandola mammaria del topo, l’espressione di BRCA1 e BRCA2 è indotta 
durante la pubertà e la gravidanza, quando i livelli di estrogeni aumentano 
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notevolmente, così come negli animali ovariectomizzati e trattatati con il 17β-
estradiolo e progesterone (Marquis et al., 1995; Rajan et al., 1997). La correlazione 
tra l’aumento degli estrogeni e la maggiore espressione di BRCA2 nell’mRNA è 
stata dimostrata anche nella donna (Marks et al., 1997) 
 
3.2.2 Funzioni di BRCA1 e BRCA2 
Sebbene le due proteine Brca 1/2 mostrino notevoli differenze tra loro e con altre 
proteine conosciute (Venkitaraman, 2002), presentano somiglianze nei loro patterns 
di espressione, ed entrambe sembrano essere coinvolte nel processo di 
proliferazione e differenziazione di diversi tessuti, in particolare della ghiandola 
mammaria in risposta agli ormoni ovarici (Marquis et al., 1995; Rajan et al., 1996, 
1997; Marks et al., 1997). 
Le cellule con deficit di BRCA1 e BRCA2 accumulano aberrazioni cromosomiche 
(Sarantos et al., 2002) e sono maggiormente sensibili agli agenti genotossici 
(Sarantos et al., 2002). Questo suggerisce che BRCA1 e 2 possono fungere da 
caretakers, la cui perdita porta a instabilità genomica ed aumenta la probabilità che 
si verifichi l’inattivazione dei TSGs gatekeepers  e/o l’attivazione di proto-
oncogeni/oncogeni, portando infine alla formazione del tumore (Kinzler e 
Vogelstein, 1997). Inoltre, BRCA1 e BRCA2 hanno dimostrato un ruolo nel 
sopprimere la proliferazione di linee cellulari mammarie od ovariche tumorali, 
suggerendo la loro azione diretta nella soppressione della crescita tumorale e 
fungendo quindi anche da gatekeepers (Santos et al., 2002; Wang et al., 2002). 
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Sebbene le funzioni precise dei geni BRCA1 e BRCA2 rimangano tutt’oggi poco 
chiare, vi sono forti evidenze che siano coinvolti nei meccanismi di risposta al 
danno del DNA, svolgendo ruoli nella regolazione trascrizionale, nel controllo del 
ciclo cellulare, nella riparazione del danno del DNA e nella ricombinazione 
(Welcsh and King, 2001; Venkitaraman, 2002).  
 
1. Rilevamento dei danni del DNA 
 In seguito al danno del DNA, Brca 1 è rapidamente fosforilata da tre chinasi, ATM 
(ataxia teleangiectasia mutated), ATR (ataxia teleangiectasia e RAD3) e CHECK2. 
Nella forma attiva migra a livello delle forche di replicazione del DNA, dove si 
associa con i complessi proteici specifici per la riparazione. 
La fosforilazione da parte di queste chinasi è attivata da distinti stimoli, ad esempio 
ATM e CHECK2 fosforilano BRCA1 in seguito a radiazioni ionizzanti (Cortez et 
al., 1999), mentre ATR dopo l’arresto della replicazione. Non è noto se BRCA2 sia 
un obiettivo delle chinasi, ma la sua espressione cambia quando le cellule in attiva 
divisione subiscono l’arresto della replicazione o quando vi è una risposta al danno 
del DNA (Chen et al., 1998). 
 
2. Checkpoint control 
BRCA 1 è iperfosforilato durante le fasi G1 e S del ciclo cellulare ed è associato al 
complesso CDK-ciclina, che controlla la transizione G1-S. BRCA1, inoltre, 
controlla indirettamente questa transizione attraverso la regolazione 
dell’espressione, fosforilazione e localizzazione cellulare di Cdc25C (fosfatasi 
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promotrice del ciclo cellulare) (Yarden et al., 2002). Durante la fase M BRCA1 
viene defosforilato. 
Anche in questo caso, non è noto se BRCA2 sia un obiettivo delle chinasi che 
controllano le fasi G1 e S, ma i cambiamenti nella sua espressione in risposta 
all’arresto della replicazione fanno credere che queste modificazioni siano 
provocate dalla sua fosforilazione. Marmorstein e il suo team (2001), scoprirono 
che BRCA2 contiene una proteina che si lega al DNA chiamata BRCA2-associated 
factor (BRAF35) che viene espressa maggiormente durante la mitosi. 
 
3. Instabilità cromosomica per inappropriata riparazione dei DSBs 
Tra i diversi tipi di danno al DNA, il danno al doppio filamento (DSB) della doppia 
elica (DSB) è considerata la lesione più pericolosa dal punto di vista della stabilità 
genomica. DSBs possono verificarsi in seguito all’esposizione a radiazioni 
ionizzanti o composti radiomimetici, così come all’azione dei radicali liberi prodotti 
dal metabolismo cellulare. I DSBs possono anche formarsi quando le forche 
replicative impegnate nella duplicazione del DNA, incontrano lesioni sulle basi 
azotate che ne bloccano l’avanzamento lungo il cromosoma. Si genera così una 
situazione di stallo che porta al collasso della forca replicativa e alla formazione di 
una rottura a doppio filamento.  
Le cellule sono in grado di riparare i DSBs attraverso due diversi sistemi di 
riparazione: la ricombinazione omologa (homologous Recombination, HR) e la 
ricombinazione non omologa (nonhomologous end-joining, NHEJ) (Racaniello et 
al., 2009). I DSBs prodotti dall’azione delle nucleasi o dalle radiazioni ionizzanti 
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(ionizing radiation, IR) possono essere riparate da entrambi i sistemi di riparazione, 
mentre le rotture prodotte da un collasso della forca replicativa sono riparate 
principalmente, se non esclusivamente, dal sistema della HR (Racaniello et al., 
2009). Il ruolo principale di BRCA2 nella riparazione dei DSBs è svolto attraverso il 
controllo della recombinasi Rad51, cui si lega direttamente (Yoshikawa et al., 
2005). Pertanto, l’instabilità cromosomica provocata da una carenza di BRCA è il 
risultato di una scorretta riparazione dei DSBs (Yoshikawa et al., 2005). 
 
4. Rimodellamento della cromatina 
Il processo di rimodellamento della cromatina facilita la riparazione del DNA, 
consentendo l’accesso al sito del danno. Questi siti sono contrassegnati mediante la 
fosforilazione dell'istone, H2AX. BRCA1 è uno dei primi a migrare in tali siti. 
BRCA1 interagisce anche con il complesso MRE11/RAD50/Nbs1 (Zhong et al. 
1999; Wang et al. 2000). In particolare, MRE11 codifica per una nucleasi, che apre 
il doppio filamento del DNA per creare tratti di DNA a singolo filamento. BRCA1, a 
sua volta, interagisce con altre proteine che rimodellano la cromatina e con le elicasi 
come BACH1, di cui BRCA1 regola la localizzazione cellulare e il reclutamento nei 
siti di riparazione. Tutto ciò indica che BRCA1 è in grado di regolare i complessi 
implicati nel rimodellamento della cromatina. 
 
5. Trascrizione 
Oltre a partecipare al rilevamento ed alla segnalazione di diversi tipi di lesione del 
DNA, BRCA1 ha anche un ruolo nella risposta a tali danni. In particolare, esso può 
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causare l’attivazione trascrizionale della chinasi ciclina dipendente p21 in seguito al 
danno del DNA; p21 è un potente soppressore della crescita cellulare ed agisce a 
livello delle fasi G1/S (Yoshikawa et al., 2005). 
BRCA1 può associarsi anche con la proteina CtIP (Yoshikawa et al., 2005). BRCA1 
deve rilasciare questa proteina per permettere la trascrizione dei geni in risposta al 
danno del DNA. La CtIP rilasciata si lega a CtBP, un repressore trascrizionale. 
Inoltre, BRCA1 interagisce con la RNA polimerasi II, costituendo il complesso 
proteico definito “RNA polimerasi II oloenzima”. 
La costituzione di tale complesso proteico avviene mediante il legame con la 
proteina BARD1 all’estremità N-terminale; l’associazione BRCA1-BARD1 stimola 
il legame di BRCA1 al DNA. Una volta riconosciuto il danno al DNA, il complesso 
BRCA1-BARD1 stimola la degradazione di parte dell’oloenzima cui è legato, 
stimolando il legame di BRCA1 al DNA, il reclutamento di varie proteine e la 
riparazione del danno al DNA (Starita et al., 2003) 
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Figura 3. Ruoli di BRCA1 e BRCA2 nella riparazione del DNA. 
 
a) Il complesso BRCA1-BRCA-BARD1-Rad51 riparano il DNA danneggiato. La 
formazione del complesso è preceduta dalla fosforilazione di BRCA1 da parte della 
chinasi ATM. In risposta al danno, il complesso si trasferisce nelle regioni 
cromosomiche in fase di replicazione del DNA, precedentemente marcato 
dall’antigene nucleare di proliferazione cellulare (PCNA). 
b) La perdita della funzione di BRCA1 e/o BRCA2 (linee tratteggiate) porta 
all’impossibilità di riparare il sito danneggiato.  
(Welcsh, P.L, Owens, K.N. and King, M.C. (2000) Insights into the functions of 
BRCA1 and BRCA2. Trends in Genetics 16, 69-74, PubMed) 
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3.2.3 Polimorfismi 
Il numero ed il tipo di mutazioni germinali di BRCA1 e BRCA2 sono catalogate dal 
1995 nel BIC (Breast Cancer Information Core), un database nel quale sono state 
fino ad oggi riportate e raccolte più di 800 mutazioni.  
La maggior parte delle alterazioni della sequenza nucleotidica sono di tipo 
frameshift e non-senso, che portano alla formazione di una proteina tronca e non 
funzionale. Molto spesso si tratta di polimorfismi, ossia una variazione nella 
normale sequenza genetica. Si parla di polimorfismo genico quando esistono, nella 
popolazione normale, geni mutati o variati con una frequenza superiore all’1%, 
mentre, al di sopra di tale soglia, si è soliti parlare di mutazione.al di sotto ovvero 
più rare I polimorfismi a singolo nucleotide (Single Nucleotide Polymorphisms o 
SNPs) consistono in variazioni della sequenza del DNA che coinvolgono una sola 
base nucleotidica (Adenina, Timina, Citosina o Guanina) e possono presentarsi 
all’interno di una sequenza codificante di un gene, all’interno di una regione 
intronica o in una regione intergenica (Figura 4). Uno SNP che genera in tutte le sue 
forme lo stesso peptide è detto sinonimo (synonymous); in caso contrario è detto 
non-sinonimo (nonsynonymous). Alcuni SNPs non sembrano dare effetti, altri 
invece influenzano l’espressione e la funzione delle proteine, risultando in fenotipi 
che predispongono l’individuo a sviluppare determinate patologie. Si tratta di 
elementi stabili all’interno del genoma umano e che quindi non risultano modificati 
di generazione in generazione.  
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Una tipologia di polimorfismo è quella caratterizzata dalla delezione o 
dall’inserzione di nucleotidi. Questo è un tipo di variazione genetica in cui una 
specifica sequenza nucleotidica è aggiunta (inserzione) o eliminata (delezione). 
 
 
Figura 4. Esempio di Polimorfismo caratterizzato dalla delezione di 1,2,3 e 4 nucleotidi e le relative 
conseguenze nella trascrizione. 
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3.3. STRATEGIE DI PREVENZIONE 
Tra le strategie di prevenzione del cancro al seno sono incluse la mammografia, la 
risonanza magnetica e la chemioprevenzione con agenti quali il tamoxifen e il 
raloxifene.  Negli ultimi anni sono notevolmente aumentati, inoltre, interventi quali 
la mastectomia preventiva e l’ovariectomia preventiva. Circa il 60% delle donne 
canadesi portatrici di mutazioni a carico dei geni BRCA1 e BRCA2, ad oggi, si 
sottopongono all’ovariectomia preventiva a meno di un anno dal test genetico. 
Questo perché, diversi studi caso-controllo, hanno dimostrato che l’ovariectomia 
bilaterale prima della menopausa è associata a una significativa riduzione del 
rischio di sviluppare il tumore mammario (Eisen et al., 2005). 
La mastectomia bilaterale preventiva consiste nella rimozione di entrambi i seni, in  
modo da ridurre del 90-95% l’incidenza del tumore. Ovviamente, l’intervento non è 
privo di controindicazioni, primi fra tutti l’enorme impatto che esso può avere sulla 
qualità della vita della paziente. 
L’ovariectomia preventiva consiste nella rimozione delle ovaie e delle tube di 
Falloppio, bilateralmente. Diversi studi, in medicina umana, hanno mostrato che 
nelle pazienti portatrici di alterazioni genetiche a carico di BRCA1 e 2 questa 
tecnica di profilassi riduce il rischio di carcinoma mammario dal 47 al 75% e ne 
aumenta l’età di insorgenza, nel caso esso si sviluppi (52,5 anni nelle donne 
ovariectomizzate, 46,7 anni in quelle non ovariectomizzate) (Noruzinia et al., 2005) 
 
 
84 
 
 
 
3.3.1 Test genetico 
In seguito alla scoperta, negli anni ’90, di BRCA1 e BRCA2, la possibilità di 
identificare i soggetti che sono predisposti a sviluppare carcinomi della mammella 
e/o dell’ovaio ha portato all’implementazione di test molecolari per la rilevazione di 
mutazioni deleterie in BRCA1 e BRCA2 e la successiva consulenza genetica. Fino 
a pochi anni fa, il sequenziamento diretto ha costituito il metodo d’elezione per 
l’analisi completa dei due geni in questione, tuttavia esso risulta alquanto 
dispendioso, sia in termini economici che di tempo, e per questo motivo nel corso 
degli anni sono state utilizzate delle tecniche di indagine molecolare volte ad uno 
screening pre-sequenziamento. 
Ad oggi, sono disponibili metodiche più semplici e meno dispendiose, che 
prevedono l’estrazione del DNA direttamente da sangue periferico (Pagliaretta et 
al., 2011) 
La negatività del test genetico per le mutazioni dei geni BRCA1 e BRCA2 non 
esclude completamente la possibilità che la paziente affetta da una neoplasia 
mammaria presenti una forma ereditaria, in considerazione del fatto che esiste un 
25% di casi di carcinomi mammari familiari legati a geni non ancora identificati. Di 
fronte ad un test genetico negativo, in ogni caso, si può evitare di sottoporre 
all’esame stesso i familiari. 
La positività del test genetico impone invece la necessità di sottoporre all’indagine 
anche i familiari, al fine di poter poi instaurare adeguate misure preventive, che 
prevedono le metodiche sopra descritte (Grammatico, 2013) 
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3.4 TUMORE EREDITARIO NELLA CAGNA 
Nel cane sono stati già identificati alcuni geni che, se mutati, possono indurre la 
formazione della neoplasia mammaria; tra questi va ricordato il gene ERB2, la cui 
proteina si trova sovraespressa nel tumore con un’incidenza tra il 17,6% e il 35,4% 
(Ressel et al. 2013). Un altro è il gene TP53, riscontrato in circa il 20% delle 
neoplasie mammarie della cagna (Lee et al., 2004); ma anche i geni P63 e BCL2 
sembrano essere coinvolti nella cancerogenesi nel cane. 
Solo negli ultimo decennio si è posta l’attenzione sui  geni BRCA1 e BRCA2. Nel 
cane gli studi a tal proposito sono comunque molto limitati, a causa soprattutto del 
numero limitato dei casi che caratterizzano tali ricerche. 
Schafer et .al (1998) individuarono in questa famiglia anche un’età di insorgenza 
più bassa, ma non un particolare tipo tumorale istologico.  
 
3.4.1 BRCA 1 e BRCA 2 nel cane 
Le sequenze dei due geni sono state entrambe descritte nel cane (Ochiai et al., 
2001;Szabo et al., 1996).  
Come nella donna, BRCA1 e BRCA2 sono geni oncosoppressori che hanno funzioni 
nella regolazione della crescita cellulare e nel mantenimento della stabilità 
genomica, tramite la riparazione del DNA (Venkitaraman, 2002; Nieto et al., 2003; 
Ochiai et al., 2004; Klopfleisch And Gruber, 2009). 
Si ritiene che nel cane, come nella donna, le mutazioni a carico di BRCA1 e 
BRCA2 siano puntiformi e che causino la formazione di codoni di stop e quindi 
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proteine tronche che risultano nell’alterazione/perdita della loro funzione. 
Polimorfismi in regioni codificanti del gene BRCA potrebbero modificare la 
struttura o la funzione proteica, mentre polimorfismi nelle regioni non codificanti 
potrebbero avere effetti negativi sulla trascrizione (Borge et al., 2011). 
Le cellule con deficit di BRCA1 e 2 sono maggiormente sensibili alle radiazioni 
ionizzanti e sono caratterizzate da difetti nella riparazione del DNA in seguito a 
danni ossidativi e/o a rotture a doppia elica (Gowen et al., 1998). La perdita 
dell’espressione di uno dei due geni risulta in anormalità cellulari simili sia 
nell’uomo, sia nel cane. Tali difetti includono cambiamenti nello stato del DNA, 
anormale arresto del ciclo cellulare, instabilità genetica, incremento dell’apoptosi e 
cancerogenesi (Nieto et al., 2003). La perdita di funzione di BRCA1 e 2 può essere 
il risultato di mutazioni nonsenso, missenso, frameshift, alterazioni del sito di 
splicing, perdita di eterozigosi (LOH) dell’allele selvaggio, oppure di localizzazioni 
anomale della proteina Brca1/2 a causa di un errato trasporto molecolare. Tale 
perdita di funzione può provocare un’instabilità biologica che promuove un errato 
arresto del ciclo cellulare, apoptosi e cancerogenesi (Nieto et al., 2003). Dal 50 al 
70% dei tumori al seno nella donna sono caratterizzati dalla perdita di un allele di 
BRCA1, e dal 30 al 50% dalla perdita di un allele di BRCA2. Si suppone che ciò 
avvenga anche nella neoplasia mammaria della cagna, anche se un tasso percentuale 
così preciso non è ancora disponibile per la specie canina (Liederer et al., 2011).  
 
Nonostante questo, gli sudi sulle mutazioni germinali del cane e le possibili 
associazioni con il tumore mammario sono veramente limitati. 
87 
 
 
 
Uno studio che ha dato un contributo in tal senso, è stato presentato da Rivera et al, 
il quale ha dimostrato che le mutazioni germinali di BRCA1 e BRCA2 sono 
associate ad un significativo aumento del rischio di tumore mammario. Il suddetto 
studio si incentrava sugli Springer Spaniel, razza conosciuta per l’alta suscettibilità 
a questo tipo di neoplasia, in cui tali mutazioni in BRCA1 e 2 aumentavano il 
rischio di tumore di ben 4 volte (Egenvall et al., 2005; Rivera et al., 2009). 
Una differenza tra uomo e cane riguarda il rischio di sviluppare il tumore nel corso 
della vita per mutazioni di BRCA1 e 2. In caso di mutazione di BRCA1, il rischio 
diminuisce con l’età, nel caso della donna (rischio di 30 volte maggiore a meno di 
40 anni, rischio 14 volte maggiore a più di 60 anni). Nel caso del cane, invece, il 
rischio di sviluppare una neoplasia mammaria resta sempre di 4 volte superiore, 
nonostante l’età dell’animale. Le mutazioni a carico di BRCA2, inoltre, provocano 
un aumento del rischio di tumore di 11 volte maggiore nella donna e di 4 volte 
maggiore nella cagna; ma in entrambe le specie il tasso di rischio non varia con 
l’età (Liederer et al., 2011). 
 
3.4.1.1 BRCA1 canino 
BRCA1 canino è localizzato sul cromosoma 9 e consta di 63.481 bp.  
La proteina Brca1 si trova a livello nucleare nelle cellule mammarie normali e nelle 
displasie, il che suggerisce che tale localizzazione sia associata con il fenotipo 
fisiologico. Al contrario, nelle cellule tumorali (sia tumori benigni, sia maligni) 
BRCA1 si trova sia nel nucleo, sia nel citoplasma. Queste constatazioni fanno 
ipotizzare che nelle cellule normali la proteina BRCA1 si porta dal sito di sintesi a 
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livello citoplasmatico, al suo sito di azione nel nucleo, dove svolge il suo ruolo 
regolatorio nel ciclo cellulare.  
L’anomala presenza citoplasmatica di Brca1 è stata osservata anche nel tumore al 
seno della donna, e risulta nell’impossibilità della proteina Brca1 di svolgere le sue 
funzioni nucleari (Nieto et al, 2003). 
I tumori mammari delle cagne in cui l’espressione di BRCA1 è ridotta presentano 
una minore differenziazione tubulare, alto conteggio mitotico e un alto tasso di 
pleiomorfismo nucleare. Tali constatazioni sono in accordo con le numerose 
osservazioni fatte nel tumore al seno umano.  
Alterazioni del gene BRCA1 sono maggiormente presenti in caso di tumori maligni, 
mentre quelle a carico di BRCA2 trovano un’associazione sia con le neoplasie 
maligne, sia con quelle benigne (Rivera et al., 2009). 
Al contrario, non si sono ritrovate correlazioni tra l’espressione di BRCA1 e 
variabili epidemiologiche o cliniche come l’età, la razza, stato ormonale, gravidanza 
o grandezza del tumore, anche se Pèrez-Alenza et al. (2000) avevano correlato la 
minore espressione di BRCA1 con una maggiore infiltrazione del tumore e 
ulcerazione della cute sovrastante. 
Vari studi sono stati condotti circa le differenze di espressione di BRCA1 tra la 
ghiandola mammaria sana e quella con neoplasia nella cagna, prima fra tutte la 
presenza di alcuni polimorfismi nella cellula neoplastica. Grey et al. individuarono 
un polimorfismo a singolo nucleotide (SNP) all’interno dell’introne 23 (T>G), 
mentre Im et al. nel 2013 ne hanno individuato uno a carico dell’introne 14 
(Yoshikawa et al., 2005).  A livello dell’introne 8 di BRCA1 sono stati identificati 
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due SNPs (A/C e A/G). Delle 25 cagne con tumore mammario analizzate nello 
studio, 5 hanno mostrato l’allele C del primo SNP 4 l’allele G del secondo SNP 
(Ochiai et al., 2014). Già nella donna, la variazione genetica nell’introne 8 di 
BRCA1 era stata correlata ad un’anomala trascrizione, che provoca la delezione 
dell’esone 8.  
Una scoperta interessante è quella riportata da Qui et al. nel 2015. Questo team ha 
individuato una mutazione puntiforme nella regione promoter del BRCA1 canino 
nelle cagne con tumore mammario maligno. 
Il sito Promoter è uno dei più importanti elementi di regolazione nella trascrizione 
di un gene. Il promoter del BRCA1 canino è identico a quello umano per il 71%; 
percentuale di similarità molto più alta rispetto a quella trovata tra cane e ratto da 
Bennet et al. nel 1999. 
Nello studio di Qui et al., questa mutazione, totalmente assente nelle cagne sane di 
controllo, si è manifestata con una frequenza molto alta (46,7%) nelle cagne affette 
da neoplasia mammaria. Considerando la specificità, tale sito di mutazione potrebbe 
essere un utile marker per la diagnosi di malignità nella neoplasia mammaria della 
cagna.  
Qui e il suo team conclusero che, poiché l’espressione di BRCA1 è ridotta nei 
tumori mammari maligni della cagna, la mutazione del promoter potrebbe avere un 
ruolo importante nella down-regolation di BRCA1 in tali neoplasie.  
Nei tumori al seno delle donne, i livelli dell’ mRNA di BRCA1 appaiono diminuiti, 
rispetto al tessuto sano. Lo stesso avviene nella cagna. Allo stesso modo, anche il 
livello di espressione della proteina BRCA1 è ridotto nel tumore della donna e, 
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sempre secondo lo studio effettuato da Qiu et al. nel 2015, si osserva una 
significativa riduzione anche nei tumori mammari maligni della cagna (Klopfleisch 
& Gruber, 2009.) 
 
3.4.1.2 Mutazioni riscontrate nel gene BRCA2 canino 
Il gene BRCA2 si trova, nel cane, sul cromosoma 25 ed è costituito da 63.365 bp. 
Come già accennato, è coinvolto nella ricombinazione omologa per le rotture a 
doppia elica del DNA (DSBs) attraverso la sua interazione con la recombinasi 
Rad51, agendo quindi come soppressore tumorale. Di conseguenza, l’instabilità 
genomica tipica delle cellule con deficit di BRCA2 suggerisce la sua funzione di 
soppressore tumorale (Enginler et al., 2014). 
I livelli dell’espressione di BRCA2 sono molto importanti per i possibili effetti sulla 
carcinogenesi. In particolare, le cellule con una diminuita espressione di BRCA2 
hanno un notevole aumento della sensibilità agli agenti che inducono danni al DNA, 
come le radiazioni ionizzanti (Yoshikawa et al., 2015). In altre parole, la ridotta 
espressione di questo gene favorisce lo sviluppo neoplastico.   
Il gene BRCA2 canino ha una lunghezza di 11kb e codifica per 3471 aminoacidi. 
Sia nell’uomo che nel cane, l’esone 11 è il più grande e contiene la regione 
codificante per il dominio ripetuto BRCA, essenziale per l’interazione con RAD51 
(Bignell et al., 1997).  
E’ stato dimostrato che la perdita di attività di RAD51 dovuta alla mutazione del 
gene BRCA2 causa una crescita cellulare incontrollata e quindi la formazione del 
tumore (Yoshikawa et al., 2005). 
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Nonostante la proteina BRCA2 canina sia più lunga di quella umana di 53 
aminoacidi, l’omologia con quella umana è del 68% e, a livello nucleotidico, tale 
omologia raggiunge il 76%.  
In particolare, la proteina Rad 51 canina è al 99% identica a quella umana. 
Nella regione mediana corrispondente all’esone 11 è stata confermata la presenza 
del motivo ripetuto BRC che partecipa all’interazione tra Brca2 e Rad51, come 
rivelato anche dagli studi effettuati nell’uomo. 
Un’altra regione omologa è quella C-terminale che include i NLSs (nuclear 
localizatione signal) che sono essenziali per la localizzazione nucleare di BRCA2 
nell’uomo.  
 
 
 
 
Figura. Comparazione della sequenza aminoacidica della proteina Brca2 canina e umana. La prima 
barra rappresenta la proteina Brca2 canina, la seconda mostra l’omologia con la proteina Brca2 
umana nelle regioni della ripetizioe BRC (b), dei segnali di localizzazione nucleare (NLSs, c-e) e del 
dominio C-terminale che interagisce con Rad51 (f). 
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Uno studio eseguito da Hsu et al. nel 2009 ha posto l’attenzione sulle variazioni 
genetiche di BRCA2 in cagne con neoplasia mammaria e ha identificato 29 
variazioni nell’esone 11 in 12 tumori mammari canini, tutte caratterizzate da 
polimorfismi a singolo nucleotide. Tale scoperta è in accordo con quanto 
investigato nella donna (Yoshikawa et al., 2005). Addirittura, la frequenza di tali 
mutazioni nell’esone 11 appare molto più alta nelle neoplasie mammarie della 
cagna rispetto a quella riportata nella donna. Inoltre, tali variazioni sono state 
osservate soprattutto in cagne con carcinoma mammario al V stadio e nei tumori 
caratterizzati da un minore tempo di sopravvivenza. 
Particolare rilevanza è rivestita dall’ultimo esone del gene BRCA2, il 27.  
L’esone 27 contiene sequenze che codificano per la regione 3’-UTR (chiamata 
anche sequenza trailer) che è la regione dell' mRNA collocata a valle della CDS 
(sequenza codificante di un gene) e segue immediatamente il codone di 
terminazione di traduzione di un gene. La 3' UTR influenza la poliadenilazione, 
l'efficienza di traduzione, la localizzazione e la stabilità dell' mRNA. Legandosi a 
siti specifici all'interno della 3' UTR i miRNA possono ridurre l'espressione genica 
di diversi mRNA o inibire la traduzione o provocare direttamente la degradazione 
del trascritto.  
L’esone 27 contiene sequenze che codificano anche per la regione C-terminale di 
BRCA2. La delezione di questa parte impedisce tale posizionamento e risulta quindi 
in una disfunzione. Ciò potrebbe essere vero anche in medicina veterinaria.  
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4 CAPITOLO 
PARTE SPERIMENTALE 
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CAPITOLO 4 
 
 4.1 Selezione dei campioni 
Questo studio è stato condotto su cani di sesso femminile di varie razze ed età, 
pervenuti all’Ospedale Didattico Veterinario Mario Modenato, alla Clinica San 
Jacopo  tra il Marzo del 2015 e il Febbraio del 2016 . I soggetti del nostro studio 
presentavano uno o più noduli a livello di una o di entrambe le file mammarie. 
Ogni paziente è stato sottoposto ad un accurato esame clinico, valutando perciò 
segnalamento, anamnesi, esame obiettivo generale ed esame obiettivo particolare, al 
fine della diagnosi di neoplasia mammaria. Abbiamo successivamente compilato la 
scheda mammaria di routine contenente le seguenti informazioni:  
 Dati del proprietario e segnalamento del paziente con relativo numero di cartella 
clinica 
 Soggetto intero/ovariectomizzato/ovarioisterectomizzato 
 Stato di nutrizione: sottopeso/normopeso/sovrappeso 
 Alimentazione: casalinga/commerciale/mista 
 Anamnesi di ripetute pseudogravidanze 
 Precedenti trattamenti ormonali 
 Precedenti chirurgie mammarie: 
 Tipo di chirurgia 
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 Referto istologico 
 Interessamento linfatico 
 Noduli: singolo/multipli 
 Localizzazione dei noduli 
 Tempo di insorgenza 
 Stato della cute sovrastante 
 Linfoadenomegalia: inguinale/ascellare 
 Accertamenti preoperatori: 
 Radiografia toracica 
 Ecografia addominale 
 Ago-aspirazione della neoformazione 
 Ago-aspirazione del linfonodo inguinale 
Inoltre, in vista dell’intervento chirurgico e considerata l’età avanzata di alcuni 
pazienti, è stato necessario eseguire una visita anestesiologica comprendente gli 
esami di emocromo completo con formula, profilo biochimico e profilo coagulativo. 
 
Successivamente abbiamo classificato il soggetto in uno degli stadi TNM (si 
rimanda al Capitolo 2 Paragrafo 2.6) e deciso a quale intervento chirurgico 
sottoporlo tra nodulectomia, mastectomia singola, mastectomia regionale caudale, 
mastectomia regionale craniale, mastectomia totale mono e bilaterale (sconsigliata). 
I nostri pazienti, per la maggior parte, hanno subito un intervento di mastectomia 
totale monolaterale.  
96 
 
 
 
In seguito all’intervento i noduli asportati sono stati fissati in formalina in rapporto 
di 1:10 con il tessuto e inviati al Dipartimento di Patologia Animale della Facoltà di 
Medicina Veterinaria dell’Università degli Studi di Pisa, con il fine di eseguire 
l’esame istopatologico. Il materiale è stato sempre accompagnato da dati segnaletici 
del paziente come: sesso, razza, taglia, localizzazione topografica della lesione, 
tempo di insorgenza, aspetto macroscopico in vivo (stato della cute sovrastante la 
lesione ed eventuale adesione ai piani sottocutanei). 
L’esame istopatologico del Dipartimento di Patologia Animale della Facoltà di 
Medicina Veterinaria dell’Università degli Studi di Pisa ha classificato il nodulo in 
base all’Istotipo (ad esempio adenoma, carcinoma, fibroma…) e del Sottotipo 
(solido, semplice, complesso…) secondo la Classificazione istologica delle 
displasie e neoplasie mammarie della cagna secondo la WHO-ICTDA del 1999, che 
già abbiamo spiegato nel Capitolo 2. 
Sono inoltre stati raccolti campioni di sangue intero da cagne la cui visita clinica ha 
escluso la presenza di noduli mammari potenzialmente neoplastici, al fine di creare 
un gruppo di controllo con cui paragonare i nostri casi-campione. 
  
 
4.2 TECNOLOGIE UTILIZZATE 
ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO 
Da ogni paziente è stato prelevato 1 ml di sangue periferico, immesso in una 
provetta contenente Acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) che esplica la sua 
azione sequestrando il calcio, elemento necessario alla coagulazione del sangue. Il 
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campione è stato quindi conservato a temperatura di refrigerazione fino 
all’estrazione del DNA genomico. 
Estrazione e purificazione del DNA sono state effettuate utilizzando il kit 
Puregene® (Gentra Systems, Inc. Minneapolis, USA) (Figura 5), il cui protocollo 
prevede l’estrazione di DNA a partire da 1 ml di sangue intero con una resa attesa di 
circa 100 ng/µl di DNA. 
L’estrazione del DNA è un processo che prevede diverse fasi di purificazione del 
materiale estratto, volte ad eliminare tutte le componenti cellulari e proteiche. 
1. Lisi cellulare 
I campioni  sono stati trasferiti all’interno di provette falcon numerate contenenti 3 
ml di RBC Lysis Solution ciascuna. Dopo aver mescolato il preparato, i campioni 
sono stati centrifugati a 2000xg per 2 minuti, in modo da permettere la 
sedimentazione dei globuli bianchi e raccoglierne il pellet. Il sovranatante è stato 
scartato e i campioni sono stati agitati su vortex per risospendere il pellet nel liquido 
residuo e facilitare le lisi cellulare nello step successivo. E’ stato quindi aggiunto 1 
ml di Cell Lysis Solution e il tutto è stato incubato a 37°C per 12 ore. Quest’ultimo 
passaggio permette alla soluzione di lisi di agire in maniera ottimale. La presenza di 
raggruppamenti cellulari può comunque essere tollerata: si tratta di eventuali globuli 
rossi restanti, i quali saranno poi eliminati nei lavaggi successivi. 
2. Precipitazione delle proteine 
Trascorse le 12 ore, i campioni sono stati trasferiti in ghiaccio per 3 minuti, e poi 
sono stati aggiunti 335 µl di Protein Precipitation Solution al lisato cellulare. I 
campioni sono stati quindi agitati su vortex ad alta velocità per circa 20 secondi per 
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mescolare uniformemente la soluzione con le cellule lisate, e in seguito trasferiti 
ancora in ghiaccio per 3 minuti. Successivamente sono stati centrifugati a 2000xg 
per 5 minuti, passaggio che permette alle proteine di precipitare e formare un pellet 
spesso e scuro, mentre il lisato cellulare resta nel sovranatante. 
3. Precipitazione del DNA 
Il sovranatante contenente il DNA è stato quindi prelevato dal campione e trasferito 
in nuove falcon contenenti 1 ml di Isopropanolo al 100%. L’Isopropanolo è un 
alcool che ha grandissime affinità per l'acqua e produce l'aggregazione e la 
precipitazione degli acidi nucleici. Il campione è stato quindi mescolato e agitato 
fino alla comparsa di un aggregato di DNA visibile e messo in centrifuga a 2000xg 
per 3 minuti, in modo da permettere al DNA di precipitare nel pellet. Il sovranatante 
è stato eliminato e il pellet di DNA è stato lavato tramite l’aggiunta di 2 ml di 
Etanolo al 70%. Dopo una centrifuga a 2000xg per 3 minuti, l’etanolo è stato 
eliminato lentamente, facendo attenzione a non provocare la fuoriuscita del pellet. I 
campioni sono stati quindi lasciati seccare ad aria ambiente per 10-15 minuti. 
4. Idratazione del DNA 
I campioni sono stati agitati con il vortex in seguito all’aggiunta di 100 µl di DNA 
Hydratation Solution. Il DNA così reidratato è stato incubato a temperatura 
ambiente per 12 ore, trascorse le quali è stato mantenuto alla temperatura di 65°C 
per 1 ora. 
I campioni sono stati quindi trasferiti negli Storage Tube e conservati a -20°C. 
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Ogni soluzione usata ha una sua specifica funzione nei vari step dell’estrazione; in 
seguito ne riportiamo le principali caratteristiche: 
 RBC Lysis Solution ha lo scopo di lisare i globuli rossi che, non avendo nucleo e 
quindi non contenendo DNA, non sono utili ai fini dell’estrazione e quindi devono 
essere eliminati;  
 Cellular Lysis Solution serve per lisare i globuli bianchi che contengono il DNA nel 
loro nucleo, in modo da mandarlo in soluzione; 
 Protein Precipitation Solution viene utilizzata per lisare le proteine, che devono 
essere eliminate ai fini dell’estrazione, in modo da ottenere un DNA il più possibile 
puro;  
 Isopropanolo serve per far precipitare il DNA in modo da renderlo visibile in 
soluzione come un aggregato filamentoso bianco; 
  Etanolo lava e  purifica il pellet di DNA.  
 DNA Hydratation Solution risolubilizza il DNA. 
 
AMPLIFICAZIONE PCR DEL DNA GENOMICO 
L’analisi dei polimorfismi a carico dell’esone 27 del gene BRCA2 è stata effettuata 
sul DNA genomico proveniente dai campioni ematici, tramite la tecnica della 
Polymerase chain reaction (PCR). 
La PCR è una tecnica che consente di produrre un numero estremamente elevato di 
copie di una regione specifica di DNA, mediante un processo denominato 
amplificazione. 
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Mediante la PCR è possibile amplificare un singolo gene presente in un campione 
genomico, purché vi sia la possibilità di sintetizzare inneschi che corrispondono a 
sequenze del gene già note. La PCR è utilizzata sia come strumento diagnostico (per 
rilevare la presenza o l’eventuale stato mutazionale di un gene) sia come strumento 
preparativo (per amplificare un segmento di DNA ben definito. 
La PCR sfrutta alcune peculiarità della duplicazione del DNA ad opera della DNA 
polimerasi, quali:  
1) la necessità di un DNA a singolo filamento, come stampo per la sintesi del  
filamento complementare;  
2) la necessità di un piccolo DNA innesco per iniziare la sintesi;  
3) sintesi del DNA solo in direzione 5’-3’. 
   Per l’allestimento della PCR è necessario avere a disposizione: 
- il DNA (genomico, plasmidico o complementare) dal quale si amplificherà il 
frammento d’interesse; 
- due oligonucleotidi, denominati  primers, costruiti in modo da delimitare la 
regione da amplificare; 
- l’enzima DNA polimerasi, termoresistente  
- i cofattori che coadiuvano al buon funzionamento dell’enzima stesso, quali buffer 
e Magnesio Cloruro.  
Lo ione Magnesio Mg2+ è utilizzato in concentrazione variabile tra 0,5 e 3 mM. In 
particolare, la concentrazione di MgCl2 influisce sulla resa e sulla specificità 
dell’amplificazione. Alte concentrazioni di Magnesio (>3mM) facilitano la 
processività della Taq polimerasi, ma al tempo stesso riducono la specificità della 
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reazione perché riducono la stringenza dell’ibridazione dei primers. Con basse 
concentrazioni di Magnesio (<1mM) si aumenta la stringenza dell’ibridazione (e 
quindi la specificità della reazione) , ma può provocare la diminuzione dell’attività 
della Taq polimerasi. 
- i dessossiribonucleotidi trifosfato liberi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) per 
l’allungamento dei primers.  La concentrazione dei dNTPs in una reazione di 
amplificazione è generalmente di 200 µM ciascuno. 
In generale gli step caratteristici di una reazione d’amplificazione sono:  
1. denaturazione del DNA  
2. annealing DNA/primers  
3. estensione della catena  
La reazione inizia con una fase di denaturazione a 93°- 95°C. A queste temperature 
si ottiene la separazione dei filamenti del DNA, poiché la DNA polimerasi  
necessita di uno stampo di DNA a singolo filamento.  
A queste temperature, l’utilizzo di una DNA polimerasi termoresistente risulta 
indispensabile, poiché la temperatura di denaturazione del DNA inattiva la maggior 
parte degli enzimi. Per questo motivo viene usata la Taq polimerasi: una DNA 
polimerasi, isolata dal batterio termofilo Termus aquaticus che vive in sorgenti 
termali, resistente alle alte temperature che rimane attiva anche dopo i passaggi di 
denaturazione.   
La seconda fase è quella di annealing, in cui i primers si appaiano alle sequenze 
complementari del DNA genomico generando un’estremità 3’-OH, necessaria alla 
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polimerasi per iniziare la sintesi del nuovo filamento. Generalmente la temperatura 
in questa fase scende a 55°- 65°C. 
Nella fase di estensione, i filamenti del DNA fungono da stampo per i due primers 
utilizzati, determinando la sintesi dei filamenti di DNA complementari. I prodotti di 
estensione si allungano ad una velocità di circa 1000 basi al minuto. La temperatura 
è innalzata fino a circa 72°C. Questa temperatura rappresenta il valore ottimale per 
l’azione della Taq DNA polimerasi, che procede alla sintesi di DNA. Quando la 
sintesi è completata, l’intera miscela di reazione è ulteriormente riscaldata alla 
temperatura di 95°C per separare i duplex di DNA neoformati. I singoli filamenti 
serviranno da stampo per un nuovo ciclo di sintesi di DNA. Ogni ciclo verrà 
ripetuto dalle 30 alle 40 volte, in modo da aumentare la quantità del DNA 
amplificato in maniera esponenziale. 
Un termociclatore opera automaticamente cicli successivi di denaturazione, 
annealing ed allungamento, in modo da avere una sintesi esponenziale di molecole 
di DNA. Dopo n cicli la miscela di reazione conterrà potenzialmente 2n molecole di 
dsDNA (De Paola et al., 2010; 
 
 
ELETTROFORESI 
La visualizzazione dei risultati è stata effettuata mediante elettroforesi su gel di 
agarosio al 3%. 
L'elettroforesi su gel di agarosio è una tecnica classicamente utilizzata per 
analizzare e separare acidi nucleici. Questa tecnica sfrutta le cariche presenti nelle 
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molecole di DNA o RNA (caricate negativamente) per farle migrare, in un campo 
elettrico, attraverso un gel di agarosio (polisaccaride costituito da residui alternati di 
D - galattosio e 3,6 - anidro - L - galattosio).  I frammenti migrano dal polo 
negativo a quello positivo in funzione delle cariche elettriche conferitegli dai gruppi 
fosfato (PO4-) presenti su ogni base azotata costituente il DNA. Il gel funge da 
setaccio, essendo costituito da una rete di pori che consentono di separare le 
molecole in base alla loro grandezza: quelle più piccole attraversano più 
velocemente i pori rispetto a quelle più grandi quindi si avrà una separazione in 
funzione della velocità.  
La velocità di migrazione dipende dalle seguenti variabili: 
 Dimensioni dei frammenti 
 Percentuale di agarosio nel gel 
 Voltaggio applicato 
Nel nostro studio abbiamo utilizzato il gel di agarosio al 3%. 
Il gel è stato ottenuto sospendendo 1,5 gr di agarosio in polvere in 50 ml di tampone 
acquoso (TBE 1X) e facendo bollire la miscela per 2 minuti a 800W. Una volta 
ottenuta una soluzione trasparente, sono stati aggiunti 6µl di Etidio Bromuro (EtBr). 
Il Bromuro d’Etidio è un colorante fluorescente che assorbe la luce UV a 300 nm 
dando colore giallo-arancio; è utile sia per visualizzare, sia per quantificare il 
campione: l’intensità della fluorescenza è, infatti, proporzionale alla quantità del 
campione. 
La miscela così ottenuta è stata versata nell’apposito supporto e lasciata 
polimerizzare a temperatura ambiente. Prima della solidificazione, vengono 
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posizionati gli stampi per i pozzetti e il tutto viene accuratamente protetto dalla 
luce. Una volta ottenuta la densità necessaria (15-20 minuti), la piastra di gel viene 
adagiata nella vaschetta per la corsa elettroforetica, contenente TBE 1X. 
Prima di inserirli all’interno dei pozzetti, i campioni sono stati centrifugati per 
qualche secondo. 
In ogni pozzetto sono stati caricati 4 µl di campione mescolati con 4 µl di loading 
buffer. 
Una volta caricati tutti i campioni, si depositano in un altro pozzetto 2 µl di “DNA 
Lader 50bp”, un marcatore molecolare pronto all’uso, indicato per determinare i 
frammenti di DNA nell’elettroforesi su gel. I ladder sono formulati per correre 
adeguatamente e fornire modelli a bande discrete che permettono di monitorare i 
progressi della migrazione durante la corsa elettroforetica dei campioni. 
Il gel è stato mantenuto quindi a 130 V per 20 minuti circa: la corrente applicata 
permette al DNA (caricato negativamente) di migrare verso il polo opposto 
(caricato positivamente).  
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Figura 6. Elettroforesi su gel di agarosio; vasca elettroforetica. Caricamento dei campioni all’interno 
dei pozzetti del gel di agarosio. 
 
I primers che abbiamo utilizzato nel nostro studio sono quelli identificati da 
Yoshikawa et al. che hanno individuato recentemente dei polimorfismi a singolo 
nucleotide a carico del NLS2 (codificato appunto dall’esone 27), consistenti in 
singole inserzioni o delezioni (10204ins/delAAA). Questi polimorfismi provocano 
un cambiamento di aminoacidi che impedisce la localizzazione nucleare della 
proteina Brca2 e di Rad51 impedendo, di conseguenza,  la giusta riparazione del 
DNA in seguito a un suo eventuale danneggiamento. 
Questi primers sono stati disegnati a partire dalla sequenza 10204 wild type 
nell’esone 27 del gene BRCA2 canino (GenBank accession numbers AB043895 e 
AB210823). Tabella 5. 
Il Primer A è il forward specifico di 10204delAAA; il Primer B è il forward 
specifico di 10204insAAA; il Primer C è il forward disegnato per amplificare la 
regione di controllo attigua al polimorfismo 10204ins/delAAA necessaria per 
verificare la corretta amplificazione del DNA. Il primer D è il reverse unico sia per i 
campioni che per i casi.  
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Tabella 5 
 
Questi primers sono stati designati per amplificare specifici frammenti del DNA per 
ogni allele. L’ampiezza dei prodotti amplificati dal nostro set di primer è 195 bp, 
152 bp e 94bp, come mostrato nella Figura 
 
                                                 C                    195bp                    D 
 10204delAAA 
                                                  A                    152bp                    D   
 
                                                  B                     94bp                     D 
 10204insAAA 
 
Figura. Determinazione dell’inserzione/delezione di 10204AAA. Il diagramma indica due set di 
primer per determinare 10204ins/delAAA.  Le lettere A, B, C, D indicano i primer. 
 
 
Primer 
A 
Forward  
10204delAAA 
5’-GCACCAAATATGAAACACTGATG-3’ 
Primer 
B 
Forward 
10204insAAA 
5’-GTGGAGAATTCAACTCTTTCTTCTTT-3’ 
Primer 
C 
Forward  5’-GTT TCTCCAGCTGCACAGAA-3’ 
 
Primer 
D 
Reverse  5’-TGAACCCAACAAAAGGGCTTG-3’ 
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Nella tabella 6 è riportata la composizione della miscela di amplificazione che 
abbiamo utilizzato. Questa è stata poi distribuita nelle apposite eppendorf (8µl). 
In queste ultime abbiamo inserito quindi 2 µl del DNA estratto dai nostri campioni. 
A fini di controllo, in una eppendorf a parte abbiamo aggiunto alla Mix 2 µl di H2O. 
Il tutto è stato centrifugato per circa 1 minuto a 1000xg e quindi sottoposto ad 
amplificazione tramite PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 6. Reagenti e relativi volumi utilizzati nel nostro studio 
 
 
 
 
 
 
 
REAGENTI VOLUME 
PCR Buffer 1      µl 
MgCl2 0,6   µl 
dNTPs 0,2   µl 
Primer A 0,2   µl 
Primer B 0,2   µl 
Primer C 0,2   µl 
Primer D 0,2   µl 
Taq Polimerasi 0,15 µl 
Acqua 3,25 µl 
DNA campione 2      µl   
TOT. 8      µl 
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Il protocollo di PCR utilizzato nel nostro studio ha previsto cinque fasi, come 
illustrato nella Tabella 7 
Tabella 7  
 
Una volta effettuata la corsa elettroforetica, il gel è stato sottoposto ai raggi UV del 
transilluminatore ed è stato possibile distinguere, in base alle bande, i genotipi dei 
soggetti.  
 
Per quanto riguarda l’analisi statistica, i dati sono stati analizzati usando il software 
IBM SPSS Statistics (versione 22), e le differenze ottenute sono state considerate 
statisticamente significative quando il P-value è stato inferiore a 0,05. 
Abbiamo quindi applicato il Fisher’s Exact Test per valutare le differenze 
nell’incidenza delle neoplasie delle diverse categorie: razza pura/meticcio, 
intera/castrate e tipologia di genotipo. Per indagare l’influenza dei singoli fattori 
delle categorie che hanno mostrato una differenza significativa, per i parametri 
risultati significativi dopo il Fisher’s Exact test, è stata eseguita una regressione 
1° FASE 1 ciclo a 95°C per 15 minuti, in modo da denaturare la 
maggiore quantità possibile di DNA e attivare la Taq 
polimerasi. 
2° FASE 32 cicli a 94°C per 30 secondi 
3° FASE 32 cicli a 61,3°C per 30 secondi 
4°FASE 32 cicli a 72°C per 1 minuto 
5°FASE Estensione finale a 72°C per 2 minuti 
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logistica binaria (forward stepwise) considerando il genotipo, la razza e lo stato 
riproduttivo come variabili dipendenti, e la presenza del tumore mammario come 
variabile indipendente. 
 
 4.3 RISULTATI 
La popolazione esaminata è composta da 28 soggetti con neoplasia mammaria 
sottoposti a mastectomia (casi) e 13 soggetti privi di tumore (controlli). 
I casi hanno un’età compresa tra i 5 e i 13 anni, con una media di 8,5 anni e, a 
conferma di quanto presente in letteratura, la maggior parte fa parte di razze pure 
(82,14%), di cui quella più rappresentata è il Pastore Tedesco. Le cagne intere al 
momento della diagnosi di neoplasia mammaria sono il 71,42%.  
 I suddetti parametri di segnalamento sono riportati nella seguente tabella 
 
CASO N° ETA' RAZZA INTERA SI/NO 
1 13 meticcio si 
2 11 Pinscher si 
3 9 Maltese si 
4 5 Corso si 
5 13 Pointer si 
6 8 Pastore tedesco si 
7 10 Pastore tedesco si 
8 9 Pastore tedesco no 
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9 7 Cocker spaniel si 
10 6 Chiuhiaua no 
11 7 Labrador no 
12 8 Barboncino no 
13 7 meticcio si 
14 10 meticcio si 
15 7 meticcio si 
16 12 Yorkshire Terrier si 
17 9 meticcio no 
18 7 Labrador Retriever si 
19 11 Jack Russel no 
20 10 Cavalier King si 
21 8 Boxer si 
22 6 Pastore tedesco si 
23 9 Setter inglese si 
24 6 Setter inglese si 
25 13 Bassotto no 
26 5 Boxer no 
27 5 Beagle si 
28 7 Beagle si 
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Per quanto riguarda i soggetti esaminati come controlli, abbiamo scelto cagne con 
lo stesso range di età riscontrato nei soggetti malati, in modo da uniformare i due 
gruppi. Nonostante questo presupposto, l’età media dei controlli risulta leggermente 
più alta (9,07 anni). Per quanto riguarda la razza, riscontriamo più meticci (7 su 13). 
Infine, 9 cagne su 13 (69,23%)  erano castrate al momento del prelievo di sangue. 
 
CONTROLLO 
N° 
ETA' RAZZA INTERA SI/NO 
1 9 meticcio no 
2 12 Jack russul no 
3 8 Beagle no 
4 13 Bracco no 
5 10 meticcio si 
6 7 meticcio si 
7 5 Labrador no 
8 12 meticcio no 
9 7 Cocker Spaniel no 
10 5 meticcio si 
11 10 meticcio no 
12 8 Setter inglese si 
13 12 meticcio no 
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Le frequenze geniche di una popolazione derivano dalle frequenze genotipiche, 
ossia dalla proporzione dei genotipi che la compongono. BRCA2 è un gene che 
presenta due alleli, quindi, nel nostro caso, i soggetti potranno essere di tre tipi: gli 
omozigoti per un allele (insAAA/insAAA), gli omozigoti per l’altro allele 
(delAAA/delAAA) e gli eterozigoti (insAAA/delAAA). 
Di conseguenza, tramite il nostro protocollo abbiamo potuto distinguere tre 
genotipi: 
 Omozigote insAAA/insAAA 
 Eterozigote insAAA/delAAA 
 Omozigote delAAA/delAAA 
Nella visualizzazione dei risultati della corsa elettroforetica sul gel di agarosio si 
sono evidenziate tre diversi  genotipi. 
La presenza di due bande all’altezza di 195 bp e 94 bp indica l’omozigote ins/ins; la 
presenza di due bande, una di 195 bp e l’altra di 152 bp, indicano l’omozigote 
del/del; infine la presenza di tre bande all’altezza di 195 bp, 152 bp e 94 bp indica 
l’eterozigote ins/del.  
Nella figura sottostante è riportata la foto del risultato della corsa elettroforetica di 
alcuni dei nostri casi (indicati con C). 
 
  
 
 
 
CN Ladder C7 C11 C18 C9  C12 C10 C16 
195 bp 
94 bp 
152bp 
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Per ciò che riguarda i casi abbiamo individuato 12 soggetti omozigoti per 
10204insAAA/insAAA, 4 omozigoti per 10204delAAA/delAAA e 12 eterozigoti 
per 10204insAAA/delAAA. 
Tra i controlli si sono riscontrati 10 soggetti omozigoti per 10204insAAA/insAAA, 
1 solo omozigote per 10204delAAA/delAAA e 2 eterozigoti per 
10204insAAA/delAAA. 
 
GENOTIPO CASI CONTROLLI 
OMOZIGOTE 
INS/INS 
12 (54,55%) 10 (45,45%) 
OMOZIGOTE 
DEL/DEL 
4 (80%) 1(20%) 
ETEROZIGOTE 
INS/DEL 
12 (85,72%) 2 (14,28%) 
 
 
La frequenza allelica di un dato allele in un gruppo di organismi è la proporzione, 
sul totale degli alleli, di tutti gli alleli di un certo tipo. 
Facendo riferimento a una popolazione di organismi diploidi, la frequenza di un 
qualsiasi allele in un campione è uguale al doppio del numero degli omozigoti per 
quell’allele (in quanto ciascun omozigote porta due copie di quell’allele) più il 
numero degli eterozigoti (in quanto ciascun eterozigote ne porta una copia) diviso il 
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doppio del numero degli organismi che costituiscono il campione (in quanto ciascun 
organismo porta due alleli del gene). 
Nel nostro studio abbiamo riscontrato, nei casi, una frequenza allelica INS e DEL 
del 62,06% e del 83,33% rispettivamente e nei controlli del 37,94% e del 16,67% 
rispettivamente. 
 
 CASI CONTROLLI 
FREQUENZA 
ALLELICA INS 
36/58 (62,06%) 22/58 
(37,94%) 
FREQUENZA 
ALLELICA DEL 
20/24 (83,33%) 4/24   
(16,67%) 
P=0,0717 
La tabella seguente mostra i risultati ottenuti mediante il Fisher’s Exact Test. Sono 
state valutate le differenze nell’incidenza delle neoplasie delle diverse categorie:  
 razza pura/meticcio  
 intera/castrate  
 tipologia di genotipo 
Già osservando le differenze in termini percentuali si può notare che, nella totalità 
dei campioni,  risultano affette da neoplasia mammaria soprattutto le cagne intere e 
di razza pura (83,33% e 79,31%, rispettivamente). 
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Analizzando i tre genotipi tra loro, risultano maggiormente affette dal tumore le 
cagne che presentano il genotipo eterozigote per l’inserzione e la delezione e 
omozigote per la delezione. 
 
  CASI CONTROLLI 
p-
VALUE 
 
STATO 
RIPRODUTTIVO 
 
 
 
Intere 
 
 
20/24 
(83,33%) 
 
 
4/24 
(16,67%) 
 
0,0198 
 
Castrate 
 
8/17 
(47,05%) 
 
 
9/17 
(52,94%) 
 
 
 
RAZZA 
 
 
 
Pure 
 
 
23/29 
(79,31%) 
 
 
6/29 
(20,68%) 
 
0,0288 
 
Meticce 
 
 
5/22 
(22,72%) 
 
17/22 
(77,27%) 
 
 
 
 
 
 
 
GENOTIPO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E. I/D 
 
 
12/14 
(85,71%) 
 
2/14 
(14,28%) 
 
1,000 
 
O. D/D 
 
 
 
4/5 
(80%) 
 
1/5 
(20%) 
 
E. I/D 
 
 
12/14 
(85,71%) 
 
 
2/14 
(14,28%) 
      0,0756 
 
O. I/I 
 
 
12/22 
(54,54%) 
 
10/22 
(45,45%) 
 
O. D/D 
 
 
4/5 
(80%) 
 
 
1/5 
(20%) 
     0,6185 
 
O. I/I 
 
 
12/22 
(54,54%) 
 
10/22 
(45,45%) 
Tabella Valutazione statistica delle cagne malate e delle cagne sane tramite Fisher’s exact test dei 
parametri di razza, stato riproduttivo e genotipo.  P-Value < 0,05. 
Legenda.  E. I/D: eterozigote per inserzione e delezione, 
                 O. D/D: omozigote per delezione, O. I/I: omozigote per inserzione 
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Per i parametri presi in considerazione, le cagne intere e di razza pura sono 
statisticamente più inclini allo sviluppo tumorale. In queste due categorie, infatti, il 
p-value risulta < 0,05. 
Per quanto riguarda il genotipo, l’unico in grado di dare una predittività sullo 
sviluppo neoplastico è l’eterozigosi per l’inserzione e la delezione, che ritroviamo 
in 12 cagne malate su 28 e solo in due cagne sane su 13. Il p-value in questo caso 
risulta 0,0756, ovvero tendenzialmente significativo.  
Il modello della regressione logistica è risultato significativo, X2 è =20,426 
(p<0,0001). Il modello ha spiegato il 55% della varianza nell’incidenza del tumore e 
ha correttamente classificato l’87,8% dei casi (nagelkerke R2) (tabella). 
 I soggetti eterozigoti di questo studio hanno mostrato una probabilità di 17,607 
volte maggiore rispetto agli omozigoti, mentre i soggetti di razza pura di 18,155 
volte maggiore rispetto ai meticci; allo stesso modo le cagne intere avevano una 
probabilità di 17,309 volte superiore alle castrate di sviluppare il tumore (tabella). 
tabella 
VALORI 
PREVISTI 
PERCENTUALE DI 
CORRETTEZZA 
SENSIBILITA’ 85,7% 
SPECIFICITA’ 92,3% 
GLOBALE 87,8% 
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CATEGORIA 
 
B 
95% CI for ODDS RATIO 
 
LOWER 
ODDS 
RATIO 
 
SUPERIORE 
 
E I/D 
 
1,228 
 
1,587 
 
17,607 
 
 
195,391 
 
RAZZA PURA 
 
1,109 
 
 
2,065 
 
18,155 
 
 
159,615 
 
INTERA 
 
1,045 
 
 
2,231 
 
17,309 
 
 
134,273 
   R2: 0,392 (Cox & Snell), 0,550 (Nagelkerke) 
 
DISCUSSIONE 
L’analisi dei dati relativi al segnalamento delle cagne con tumore mammario rivela 
un’età compresa tra i 5 e i 13 anni (media 8,5 anni). Questo dato conferma quanto 
descritto in letteratura circa l’aumento dell’incidenza di neoplasia mammaria 
all’avanzare dell’età (Schneider et al., 1969; Brodey et al.,1983). Anche questo dato 
conferma quanto già presente in letteratura (Dorn et al., 1976), la quale descrive 
come maggiormente colpite le seguenti razze: Barboncino (toy e nano), Spaniels 
(English springer e Cocker), Setter inglese, Pointers, Pastore tedesco, Maltese, 
Yorkshire terrier, Bassotto, Doberman pinscher, Boxer (Von Euler et al., 2011; 
Egenvall et al., 2005). Molte di queste razze si sono infatti riscontrate nel nostro 
studio, in particolare il Pastore Tedesco (4 soggetti su 28), il Beagle, il Setter 
inglese, il Labrador Retriever e il Boxer. 
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E’ interessante sottolineare che il 71,43% degli individui con neoplasia non fosse 
sterilizzato al momento della mastectomia. Per quanto riguarda i pazienti sani, il 
tasso dei soggetti ovariectomizzati al momento dello studio è molto più elevata: 9 
soggetti su 13 sono sterilizzati (69,23%). Anche in questo caso l’analisi statistica 
indica che lo stato riproduttivo incide in modo significativo sullo sviluppo tumorale 
(p-value <0,05) E’ doveroso comunque considerare che non si è riusciti a risalire 
alla effettiva età dell’ovariectomia nelle cagne castrate a causa dell’esecuzione 
dell’intervento in altre strutture veterinarie. Non è quindi stato possibile dimostrare 
un’eventuale fattore preventivo della sterilizzazione precoce. In letteratura, infatti, è 
riportato che il rischio di sviluppo tumorale è ridotto dell’80% nel caso in cui la 
cagna venga castrata entro il primo calore e del 40% se la sterilizzazione avviene tra 
il primo e il secondo calore; dal secondo calore in poi le possibilità di sviluppare 
una neoplasia mammaria sono equiparabili tra cagne castrate o meno (Marconato e 
Del Piero, 2005). 
Nonostante questo, l’elevato numero di soggetti interi tra i nostri casi (20 cagne 
intere su 28 malate) va a confermare quanto descritto in letteratura: la durata 
dell’esposizione agli steroidi ovarici è un fattore determinante nello sviluppo 
neoplastico.  
 
All’interno del  nostro studio abbiamo esaminato la presenza di un polimorfismo in 
particolare, 10204ins/delAAA localizzato nella regione contenente un segnale di 
localizzazione nucleare necessario affinché la proteina Brca2 possa migrare nel 
nucleo e svolgere le sue funzioni di riparazione del DNA. Essendo questa una 
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regione in cui ritroviamo sequenze della stessa base azotata (adenina) ripetuta più 
volte non è infrequente la possibilità di scivolamenti durante la normale 
replicazione del DNA. Abbiamo quindi riscontrato la presenza di tre genotipi 
diversi, omozigosi 10204insAAA, omozigosi 10204delAAA e eterozigosi 
10204ins/delAAA.  
Dall’analisi statistica emerge  che l’eterozigosi per l’inserzione e la delezione è un 
fattore che può incidere sull’insorgenza della neoplasia mammaria in modo 
tendenzialmente significativo (p: 0,0756).  Nonostante questo, ci saremmo aspettati 
una maggiore incidenza di omozigosi tra le cagne malate, le quali sono soprattutto 
di razza pura, come si è visto. La forte selezione operata dall’uomo nei confronti 
delle razze canine ha provocato una forte consanguineità tra i soggetti. 
All’aumentare di questa, ovviamente, la variabilità genetica diminuisce. Quindi, in 
caso di mutazione germinale, come nel caso di 10204ins/delAAA, essa tende a 
fissarsi all’interno della stessa famiglia. Crediamo, quindi, che la maggiore 
incidenza di eterozigosi, in questo studio, sia dovuta all’esiguo numero di campioni 
e allo squilibrio numerico tra casi e controlli.  
Un dato interessante è quello che deriva dall’analisi delle frequenze alleliche. 
Dei 24 alleli con delezione, nel totale dei casi e dei controlli, 20 appartengono alle 
cagne malate (83,33%) e solo 4 alle sane (16,67%).  
Questo dato è apparso solo tendenzialmente significativo (p: 0,0717), ma, 
simulando un’analisi statistica su un maggior numero di casi e di controlli, 
mantenendo sempre lo stesso rapporto tra loro, abbiamo avuto una significatività 
elevata. Possiamo quindi dedurre che la frequenza allelica della delezione non 
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risulta significativa a causa dell’esiguo numero di campioni e del fatto che il 
numero dei controlli non è equiparato a quello dei casi.  
Sottolineiamo, infine, che quest’ultima analisi si discosta dai risultati ottenuti nello 
studio di Yoshikawa et al. al quale ci siamo ispirati. Nei campioni da loro analizzati 
(30 casi e 21 controlli) si rileva, infatti, una maggiore incidenza del polimorfismo di 
inserzione. 
Nonostante il ridotto numero di casi, i fattori inclusi nel modello statistico, hanno 
dato una sensibilità e specificità elevatissime. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONI 
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Il nostro è da intendersi come uno studio preliminare, volto a gettare le basi per un 
nuovo approccio alla prevenzione del tumore mammario della cagna, che consideri 
l’ereditarietà genetica un possibile effetto predittivo di tale patologia. 
Nel nostro studio abbiamo preso in considerazione un polimorfismo di 
delezione/inserzione già individuato da Yoshikawa et al. nel 2005, i cui risultati ne 
avevano mostrato la correlazione con il tumore mammario, nonostante il limitato 
numero di campioni esaminati. Il nostro intento è stato quello di ricercare tale 
polimorfismo e valutare se, anche nel nostro caso, vi era una significativa 
prevalenza di un genotipo rispetto ad un altro nei soggetti affetti da neoplasia 
mammaria e se in questi ultimi fosse maggiormente rappresentata la delezione o 
l’inserzione. 
Al contrario di quanto risultato nello studio sopracitato, in cui era stata riscontrata 
una maggiore incidenza del polimorfismo 102insAAA nei soggetti malati, nel 
nostro studio abbiamo ottenuto altri riscontri. 
I risultati da noi ottenuti sembrano confermare un maggiore coinvolgimento del 
polimorfismo 10204delAAA nella suscettibilità alla neoplasia mammaria nella 
cagna, nonostante il dato non sia significativo. L’analisi statistica eseguita, infatti, si 
basa su un esiguo numero di campioni, dovuto, in larga parte, alla frequente 
impossibilità nell’estrarre il DNA a causa della coagulazione del sangue o alla 
ridotta quantità dello stesso. 
Poiché tali polimorfismi si riscontrano maggiormente in razze pure e si trasmettono 
di generazione in generazione, potrebbe essere maggiormente indicativo uno studio 
volto alla ricerca della loro frequenza all’interno delle singole razze, in particolar 
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modo quelle in cui l’incidenza di neoplasia mammaria risulta maggiore, o 
all’interno della stessa famiglia.  
 
 
  
123 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
